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“El futuro pertenece a quienes creen en la belleza de sus suefios.”
Eleanor Roosevelt



La caratula de esta tesis representa la paradoja de la capacidad de
inducir apoptosis y supervivencia de los inhibidores del complejo de
CDXK/ciclina, como TAT-NBI1. Lo cual se representa con la caida
de hojas en otofio y las flores del drbol de cerezo, respectivamente.



AGRADECIMIENTOS






Agradecimientos

En estas pdginas quiero expresar todas las emociones que me asaltan cuando, finalmente,
esta etapa de mi vida va llegando a la meta. Hace 5 afios atrds, nunca imagine mi vida
lejos de mi amada _familia y mi afiorada Colombia. Sin embargo, esta oportunidad [lego y
decidi aceptarla. Es complicado escribir los agradecimientos, y no porque no haya gente a
la que agradecer sino todo lo contrario, porque en estos cuatro afios son muchas las
personas que han estado ahi, ayuddindome y ensefidndome, compartiendo conmigo buenos
y no tan buenos momentos, por lo que resulta inevitable sentir que todas las palabras que
aqui pueda dedicar son pocas.

En primer lugar, me gustaria agradecer a Quique por darme la oportunidad de unirme a
su grupo de investigacion, por la confianza depositada en mi y por todo su apoyo. Llego
a mi email: Enhorabuena!! Has conseguido la beca. En este momento comenzd esta gran
experiencia en mi vida.

De la misma manera, quiero agradecer a Mar por haber confiado en mi para ser su
primera estudiante predoctoral y sobre todo por haberme ensefiado tantas y tantas cosas,
tanto tedricas como pricticas, de lo que supone trabajar en el mundo de la ciencia, gracias
por tu positivismo, sus certeros comentarios y por tener siempre las palabras indicadas en
el momento indicado.

En cuanto a mis compaiieros del “lab”, quiero agradecer a Mareta, Ménica, Andy,
Vicente, Guille, Ally, Fede, Cris de la Tower, Ainhoa y Pablo por hacer que el dia a dia
en el lab tan agradable y ameno como lo ha sido, y ni que decir de nuestras cenas y salidas
de fiesta, gracias por tantas risas, horas compartidas de cultivos, las gratas horas de
almuerzo y comida, por su amistad y por todos los buenos momentos que hemos vivido.

Muchas otras personas han pasado a lo largo de estos 4 afios por el 1-12, mi gratitud a
ellas también por que han contribuido de una u otra forma a la realizacién de esta tesis, y
al buen ambiente que se vive. Entre ellas: Yadira, Laura, Ana, Anna, Rebe, Eliana,
Rosa, Christian, Fabian, Rosa, Inma y Susana (espero no dejarme a nadie). Un vacio
grande han dejado en sus pollatas, y en todos los que hemos pertenecido al I-12.

Gracias también a Ana Giménez por la sintesis de péptidos, a todo el equipo de
protedmica, en especial a Vir por ayudarme con las purificaciones de ciclinas. Gracias a
Vicky Moreno (1-44), al 1-36 y al <todocipf> porque muchas veces me salvaron la vida
prestandome reactivos varios.



Agradecimientos

Mis agradecimientos también a los laboratorios con los que he coloborado: en el proyecto
GAPDH con el laboratorio del Dr .Jean-Erland Ricci, “The Mediterranean Centre for
Molecular Medicine”) y en el proyecto de ciclinas con Dr. Eugenio Vizquez,
(Universidad de Santiago de Compostela) y al Dr. Alberto Marina, Ph.D, (Instituto de
Biomedicina de Valencia-CSIC).

De mi estancia por el laboratorio de Stem Cells and Regenerative Medicine en el
Burnham Institute en San Diego, agradezco a Evan Snyder, M.D., Ph.D, por darme la
oportunidad de ir a su laboratorio y Gustavo Gutiérrez, Ph.D, por ensefiarme a trabajar
con células madre. Y muy especialmente a Paola Bignone, Enma Navarro Perdn y Tania
Valencia por su ayuda y amistad, que hicieron inolvidable mi suefio americano.

Y como durante estos cuatro afios no todo ha sido trabajar, me gustaria dar las gracias a
las tres amigas con las que me embarque en esta aventura ‘a por un doctorado en
Espafia”, Diana Calderon, Diana Monsalve y Jenny Acosta. Gracias también a varios
buenos amigos que he conocido durante este camino, Trini, Caro, Rich Americano, Alejo,

Borja y Jaime.

Quiero dar las gracias a TODA mi _familia, especialmente a Martha mi madre, primero
por soportar mi ausencia, por su esfuerzo, dedicacién, amor y sus palabras de dnimo en
todo momento. Asimismo, dar las gracias a mi hermano Omar y mis sobrinos Sergio,
Sahara y Ana por su amor y apoyo incondicional. Y bueno, de todo lo maravilloso que he
conocido en Espaiia, lo mejor sin duda fue conocer a Rich Englandl! Mis iltimas
palabras son ti... muchisimas gracias por tu amor, tus detalles, por alegrarme el dia a dia,
por tu comprension y por haberme demostrado paciencia infinita durante la elaboracion
de esta tesis. Gracias por compartir mi vida y mis logros.

A todos: GRACIAS TOTALES!!!

“A todos los que la presente vieren y entendieren”
Inicio de las Leyes Orgdnicas
Juan Carlos I



INDICE






Indice

ABREVIATURAS
JUSTIFICACION......
OBJETIVOS......o s s bbb s

CAPITULO 1: Inhibidores sintéticos (farmacolégicos) del ciclo celular

1.1 INTRODUCCION AL CICLO CELULAR 6
1.1.1. Puntos de control del ciclo celular 11
1.1.1.1. Puntos de control en G1/S 11
1.1.1.2. Puntos de control de dafio al DNA en G2/M 13
1.1.2. Regulacion de la actividad de los complejos CDK/cicling......oeeoereensereeseseennees 18
1.1.2.1. Regulacion de la actividad CDK por
fosforilacién/desfosforilacién. 18
1.1.2.2. Regulacion por inhibidores naturales de CDKs (CKIS).....mrermrerssrersesennns 20
1.1.3. Anadlisis genético de la funcién del complejo CDK/ciclina en
=10 = 22
1.1.4. Inhibidores farmacoldgicos de los complejos CDK/ciclina. .....ccccoereenseeersereennees 25
1.1.4.1. Inhibidores competitivos de ATP. .....nneiessesssssssssssssssssssens 25
1.1.4.2. Inhibidores no competitivos de ATP. ... 27
1.2 RESULTADOS ..oeeteetesectsssessestsesssessssssssssssssssss s ssses st sssssssss s ssssssssssssssssssasassssssssssssssens 34
1.2.1. Caracterizacion de NBIT ... ssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 34
1.2.2. Caracterizacion del sitio de unién de TAT-NBI1 35
1.2.3. TAT-NBI1 induce muerte celular en un panel amplio de lineas
celulares... - PP 3 |
1.2.4. Internallzacmn de NBIl medlante llposomas 46
1.3 DISCUSION .ouieeeerectrneessseissesssesessessssssssessssssssss s s s bssess s sssas s ssses s ss s ss s sssssssssens 48

CAPITULO 2: TAT-NBI1, sensibiliza células tumorales resistentes a erlotinib
2.1. INTRODUCCION...
2.1.1. EGFR... -
2.1.1.1. Inhlbldores de EGFR .
2.1.1.1.1. Anticuerpos monoclonales 1nh1b1dores de EGFR (MAbs)
2.1.1.1.2. Inhibidores de la actividad tirosina quinasa del EGFR...
2.1.2. MECANISMOS DE MUERTE CELULAR......cccciiiiiiris s
2.1.2.1. Apoptosis... .
2.1.2.1.1. Via lntrlnseca mltocondrlal
2.1.2.1.2. Vi eXtIINSECA .. tiier i ettt se e s s e e s
2.1.2.1.3. Reguladores de 1a ApOPtoSiS......ccereerverremeienrerseeeereiee e
2.1.2.2. Otros complejos inductores de muerte celular
2.1.2.2.1. PIDDosoma...
2.1.2.2.2. Rlpoptosoma .
2.1.2.3. Necrosis programada 0 necropt051s
2.2. RESULTADOS.....oeeerrreeerreennns
2.2.1. Andlisis de viabilidad celular en tratamientos de combinacién
NBI1 y erlotinib 80
2.2.2.  Determinaciéon del tipo de muerte celular inducida por el
cotratamiento TAT-NBI1/erl .85




Indice

2.2.3. Andlisis de la distribucién del ciclo celular después del

cotratamiento de TAT-NBI1/erl 87

2.2.4. Andlisis de la acumulacién de dafio en DNA después del
tratamiento con TAT-NBI1/erl 89

2.2.5. Determinaciéon de la via de muerte celular inducida tras el
cotratamiento TAT-NBI1/erl en células MDA-MB-468........cccenmremmernmmersmerssessseenns 91
2.3, DISCUSION ..cooueeeueeesmeesseessssessssssesssssssssesssssssssssesssssesssssesssssasssssassssssssssesssssesssssassssssssssssssssasssssasssss 102

CAPITULO 3: Inhibidores de ciclo celular en procesos de regeneracion
celular

3.1 INTRODUCCION 110
3.1.1. Inhibidores CDK en regeneracion celular .110
3.1.1.1. CDKS5 .eeereeeerneeenrnnens ..110
3.1.2. Enfermedad renal croénica 114
3.1.2.1. Modelos de isquemia celular 116
3.2. RESULTADOS.....oirrrrrerrrreennns .120

3.2.1. Determinaciéon de condiciones subletales de TAT-NBI1 y
roscovitina en la linea celular LLC-PK1....eeneeeeeesssessssesssssesssesesssessss 120

3.2.2. Efectos antiapoptdticos de TAT-NBI1 en el modelo de isquemia/
reperfusion.. .. nreseeennens 121

3.2.3. Incremento en la viabilidad celular mediada por TAT-NBI1 en el
modelo de isquemia/reperfusion renal ... 122

3.2.4. Estudio del mecanismo molecular de recuperacién inducido por el
tratamiento con TAT-NBI1 en el modelo de isquemia/reperfusién

1= 0 - 1 PP 123

3.3, DISCUSION ..cooreeeuseeeueeesuseeesssessssssesssesssssesesssesesssesesssesesssesssssesssssassssssssssesssssessssssssssssssssssssesssssesssas 134

CAPITULO 4: Inhibidores de enzima GAPDH

4.1. INTRODUCCION GAPDH ...oorierumeeersrsesessssssssessssesssssssessssssesssssssessssssesssssssessssssssssssssessssssnens 141

4.2. RESULTADOS ....onmrveerrmreerrnrseenenns .149
4.2.1. Cribado de quimiotecas para la identificacién de inhibidores de

4.3, DISCUSION. w.covereumsseeessssssssseesssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssessssssssssessssssssessssssssssessssssssnas 155

CONCLUSIONES ..ottt e s e s s e s s s s s s e s e b s ens senssssssssens 159

CAPITULO 5. Materiales y métodos

5.1 ENSAYOS 1N VILIO ....eutiuiieieiien et et e et e e e e e e e s e s e enersenenanes 163
5.1.1. Materiales ......cmenmrereeesnens .163
LT B U (=1 /0T [ PP 163

5.1.2.1. Ensayo de Actividad quinasa 163
5.1.2.2. Ensayo de anisotropia de fluorescencia 165
5.1.2.3. DicroiSMO CIFCUIAT ..t ssssssssses 166
5.1.2.4. Preparacion de las muestras para cristalizacion ... 167
5.1.2.5. Obtencidn de liposomas unilamelares (SUVs) 168
5.1.2.6. Ensayos de inhibicion de GAPDH......cneenenenesssessssessssssssssssssssssens 169

5.1.2.7. Ensayos de inhibicién de LDH 170




Indice

5.2. Técnicas de biologia molecular y manipulacién de cultivos de

Escherichia coli 171
5.2.1. Materiales....cmernmeereeennens 171
5.2.1.1. OligONUCIEOLIAOS wceouveerrrermsrersererssesesssesssssesssssesssssesssssessssssssssesssssessssssssssssssssesssssesssas 171
5.2.1.2. Plasmidos 171
5.2.1.3. CePAS A€ E. COli cuuumrnrrrrereereinseinsesnsssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssses 171
5.2.1.4. KitSuoreeerrreeersmseeennnns ..171
5.2.2. MELOAOS .oureurerrersseeesssessessssessssesssssssesssessss s s sss s ss bbb R et 172
5.2.2.1. Clonacién y mutagénesis 172
5.2.2.2. Condiciones de cultivo y manipulacion de E.COli .....enneersesessseeenns 173
5.2.2.2.1. Transformacion de células DH5a, BL21 (DE3) y BL21 pLysS
(DE3B) et reeerssreeeermesesssesesssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssassesssssssssssssessssssesssssesesssssesssssssessssens 173
5.2.2.3. Purificacién de proteinas Recombinantes 173
5.3. Manipulacidén de células Eucariotas 176
5.3.1. Materiales.....cmernnrernne. .176
5.3.1.1 Lineas celulares y medios 176
5.3.1.2. Compuestos 177
5.3.1.3. Reactivos 177
5.3.1.4. RNA de interferencia 177
5.3.1.5. Plasmidos 178
5.3.1.6. Anticuerpos primarios 178
5.3.1.7. Anticuerpos secundarios 179
5.3.1.8. KIES o rrerueeerseeeersreeeerssesesssssesesssssesesssssssesssseesesssseessssssesessssessssssessesssseesess s sssssssssesessaseesens 179
5.3.2. MELOAOS ..ueverereseeemssessesesssesessses s ssssesssssesss s ssssssssse s s bR bR b 179
5.3.2.1. Tratamientos celulares 179
5.3.2.1.1. Tratamientos con los compuestos .179
5.3.2.1.2. Silenciamiento de genes mediante RNA de interferencia y
sobreexpresion de proteinas mediante transfeccion génica.......ceeneennienens 180
5.3.2.1.3. Modelo celular de isquemia/reperfusion 181
5.3.2.1.4. Inmunofluorescencia 182
5.3.2.2. Ensayos de determinacién de viabilidad y muerte celular: ... 182
5.3.2.2.1. Ensayos de Viabilidad celular.......oeenereesnneeserseessesesseesseessseeens 182
5.3.2.2.2. Detecciéon de células apoptéticas por tincién con Anexina
V/Y0dUI0 de ProPidio ..ceoeeeemrereesseenesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssens 184
5.3.2.2.3. Andlisis de ciclo celular 186
5.3.2.2.4. Ensayos de evaluacion de liberaciéon de citocromo c al
citoplasma .....cecneereeenseesseeens ..188
5.3.2.2.5. Ensayo Actividad Caspasa =3 /-7 ...eeeresssssssssssssssssssssssssssessns 189
5.3.2.3. Analisis de proteinas en extractos celulares. 190
5.3.2.3.1. Extractos proteicos totales 190
5.3.2.3.2. Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE 190
5.3.2.3.3. Tincidn de geles con azul de Coomassie 191
5.3.2.3.4. Inmunodeteccion de proteinas (Western blot) ......ceoreeenneeesneesseeenne 191
5.4. Tratamiento estadistico de 10S resultados. ... eeeeeennresseereessseeseersesssessssessessseesans 192

BIBLIOGRAFTA....... sttt sb s bbb bbb s bt 10 195







ABREVIATURAS







Abreviaturas

de sus siglas en inglés

Acetil-CoA acetil coenzima A acetyl coenzyme A

ADP adenosin dinucleétido fosfato adenosine diphosphate

AIF factor inductor de apoptosis apoptosis-inducing factor

AnnV anexina V annexin V

ANOVA analisis de la varianza analysis of variance

Apaf-1 factor activador de apoptosis-1 }Z) cot[(; ioltlc protease activating

APC/C complejo promotor de la anafase anaphase-promoting complex
o ciclosoma

ATM ataxia telangiectasia mutado ataxia-telangiectasia mutated

ATP trifosfato de adenosina adenosine triphosphate
promotor de muerte asociado a The BCL-2-associated death

Bad
BCL-2 promoter

BCL-2 célula B del linfoma 2 B-cell lymphoma 2

BH dominio de homologia de las domains of homology entitled the
proteinas de la familia BCL-2 BCL-2 homology domains

CAK quinasa activadora de CDK CDK activating kinase

CARD dominio de reclutamiento de caspase recruitment domain
caspasas

Caspasas cisteinil-aspartato proteasas cysteine-aspartic proteases

CD dicroismo circular circular dichroism

CDC ciclo de divisién celular cell division cycle

CDK ciclina dependiente de quinasa cyclin-dependent kinase

CDKI inhibidor de CDKs CDK inhibitor protein

CF carboxifluoresceina carboxifluorescein

roteinas inhibidoras de R . .

Cip/Kip EDKs/proteinas inhibidoras 'CDI.{I.nthItOF protems/kmase
quinasas inhibitor proteins

CK1 caseina quinasa 1 casein kinase 1

c-MYC mielocitomatosis celular celullar myelocytomatosis

CRD dominio rico en cisteina cysteine-rich domain

CRM rrllot'ivo de incorporacion de Ia cyclin recruitment motif
ciclina

DCA dicloroacetato dichloroacetic acid

DD dominio de muerte death domain

DED dominio efector de muerte death effector domain

DISC icr?g:llzlc?()onddeesri?felzgcmn € death inducing signaling complex

DMSO dimetilsulféxido dimethyl sulfoxide

DNA acido desoxirribonucleico deoxyribonucleic acid

DSBs formacion de roturas en DNA double strand breaks

DTT ditiotreitol dithiothreitol

E2F factor de transcripcion E2F E2F transcription factors

VIl




Abreviaturas

EDTA acido etilén diaminotetraacético | ethylenediaminetetraacetic acid
EGF factor de crecimiento epidérmico | epidermal growth factor
EGFR rece.pt(.)r del fa<.:to’r dg epidermal growth factor receptor
crecimiento epidérmico
ERK quinasas activadas por sefiales extracellular signal-regulated
extracelulares kinases
erl erlotinib erlotinib
dominio de muerte asociado a FAS-Associated protein with Death
FADD .
FAS Domain
FITC isotiocianato de fluoresceina fluorescein isothiocyanate
FLIP/FLICE | proteina inhibidora de FLICE cellular FLICE-inhibitory protein
gliceraldehido 3-fosfato glyceraldehyde 3-phosphate
GAPDH .
deshidrogenasa dehydrogenase
factor de crecimiento de uniéna | heparin-binding EGF-like growth
HB-EGF .
la heparina factor
HIF factor inducible por hipoxia hypoxia-inducible factor
IAPs protelna.s inhibidoras de inhibitor of apoptosis
apoptosis
factor de crecimiento semejante . . .
IGF-1R ala insulina 1 inhibitor of apoptosis protein
INK4 Inhibidores de CKD4 inhibitors of CDK4
IP yoduro de propidio propidium iodide
IPTG isopropil-B-D-1- isopropyl -D-1-
tiogalactopiranésido thiogalactopyranoside
LB Luria Bertani
LDH lactato deshidrogenasa lactate dehydrogenase
Mabs anticuerpos monoclonales monoclonal antibodies
MAPK pr.o‘Eema quinasa activada por mitogen-activated protein kinase
mitdgenos
permeabilizacion de la mitochondrial outer membrane
MOMP . . o
membrana mitocondrial externa | permeabilization
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol- . .
MTT 2-il)-2,5-difeniltetrazolio, sal de 3.(4’5 Dlmethylthlazol 2y'1] 25
: diphenyltetrazolium bromide
tetrazolio
NAD+ d¥nuc.leot1do de adenina y nicotinamide adenine dinucleotide
nicotina
NADPH nicotinamida adenin nicotinamide adenine dinucleotide
dinucleotido fosfato phosphate
factor nuclear del locus kappa de
NF-Kb las inmunoglobulinas en células nuclear factor kappaB
B
NLS secuencia de localizacion nuclear | nuclear localization sequence
NMDA N-metil-D-aspartato N-methyl-D-aspartate
NSCLC cancer ,ayanzado de pulmén no non-small cell lung cancer
microcitico
PARP Poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 poly (ADP-ribose) polymerase

VIl




Abreviaturas

PBS tampon fosfato salino phosphate buffered saline
PCD muerte celular programada programmed cell death
PCNA antigeno nuclear de proliferacién proliferating cell nuclear antigen
celular
PDH piruvato deshidrogenasa pyruvate dehydrogenase
PDK piruvato quinasa deshidrogenasa | pyruvate dehydrogenase kinase
PI3K fosfatidil inositol 3 quinasa phosphoinositide 3-kinase
PKC proteina quinasa C protein kinase C
pRb proteina del retinoblastoma retinoblastoma protein
PS fosfatidil serina phosphatidylserine
R punto de restriccion restriction point
proteina homdloga asociada a RIP-associated protein with a death
RAIDD g !
RIP con dominio de muerte domain
Rc roscovitina roscovitine
RIP proteina de interaccion con receptor-interacting protein kinase
receptor
RNA acido ribonucleico ribonucleic acid
ROS sustancias reactivas del oxigeno reactive oxygen species
punto de control del ensamblaje . .
SAC del huso spindle Assembly Checkpoint
SDS dodecil sulfato sédico sodium dodecyl sulfate
SFB SFB phosphate buffered saline
segundo activador de caspasa , N
SMAC/DIAB | derivado de secgnd mitochondria dgrzved
. . ; - activator of caspases/direct IAP-
LO mitocondria/proteina de unién binding protein
directo a IAPs gp
TBS solution de Tris-HCl tris-buffered saline
factor de crecimiento .
TGF-a transformante alfa transforming growth factor alpha
factor de crecimiento .
TGF- transformante beta transforming growth factor beta
TKD d.oml.nlo 1n'Fracelu1ar catalitico tyrosine Kinase Domain
tirosina quinasa
TKI ll:lhlblldOI‘eS. de la actividad tyrosine-kinase inhibitor
tirosina quinasa
TNF factor de necrosis tumoral tumor necrosis factors
TNF-R receptor del factor de necrosis tumor necrosis factor receptor
tumoral
TRADD proteina con dominio de muerte | TNF receptor-associated death
asociada a TNF-R domain
ligando inductor de apoptosis TNF-related apoptosis-inducing
TRAIL . .
relacionado con TNF ligand
factor de crecimiento endotelial .
VEGF vascular endothelial growth factor

vascular







JUSTIFICACION Y
OBJETIVOS






Inhibicién de complejos CDK/ciclina en modelos celulares de patologia

JUSTIFICACION

La proliferacién celular descontrolada es el resultado de diversos
mecanismos que conducen a un proceso patolégico. Uno de ellos, es el
desarrollo de aberraciones en cualquier punto de la maquinaria molecular
que gobierna el ciclo celular (Golias et al.,, 2004). La desregulacion de los
complejos CDK/ciclina se ha visto asociada a la aparicién de patologias de
diversa indole. Las alteraciones en los puntos de control del ciclo celular, la
inactivacidon de genes supresores de tumores, la sobreexpresion de algunas
CDKs, asi como la supresion de inhibidores de CDKs end6genos, permiten
que el ciclo celular progrese en presencia de dafios, favoreciendo asi la
apariciéon de tumores (Malumbres y Barbacid, 2009). Otro de los
mecanismos de proliferacidon celular descontrolada es la desregulacion de la
magquinaria de transduccién de sefiales. En concreto, la activacidn del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), provoca una cascada de seiales
que activan genes e inducen respuestas celulares que sefializan la progresion
del ciclo celular o diferenciacion. La activacion aberrante de esta via de sefales,
criticamente regulada, contribuye a la proliferacién celular aumentada,
migracion, evasion de la apoptosis, carcinogénesis, invasion tumoral y

metastasis.

Los tratamientos tumorales convencionales han mejorado sin duda durante
las ultimas décadas, pero sigue siendo necesaria la bisqueda de nuevas
estrategias terapéuticas. El desarrollo de nuevos métodos de tratamiento
para el cancer es, por lo tanto, abrumadoramente importante para el
control del cancer. Los inhibidores de CDK han surgido como farmacos

potencialmente viables para el tratamiento del cancer. Otros agentes, tales
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como agentes proapoptoticos, agentes disruptores vasculares, inhibidores de la
angiogénesis, asi como estrategias de DNA antisentido, terapias inmunoldgicas,
etc, que pueden ser dirigidos selectivamente a las células tumorales también
estan siendo explorados. Ademas, las nuevas terapias estan dirigiéndose hacia
tratamientos combinados lo que implica la inhibicién de varias vias de
sefializacion simultdneamente.

Por otra parte la inhibicion de CDKs puede encontrar aplicacion en
determinados estados patolégicos en los que existe un exceso, no deseado de
muerte celular. En estos casos la administracién de inhibidores de CDKs puede
permitir la parada del ciclo celular y facilitar asi la reparaciéon del dafio
acumulado evitando la muerte celular no deseada.

En este trabajo presentamos los estudios realizados, utilizando un inhibidor
ATP-no competitivo de complejos CDK/ciclina (TAT-NBI1), para el tratamiento
de dos procesos patolégicos en los que el papel de los inhibidores CDK/ciclina
puede ser relevante. En primer lugar, caracterizamos su accion y estudiamos el
uso de este inhibidor en combinacién con inhibidores de EGFR para el
tratamiento de lineas tumorales de mama resistentes y en segundo lugar
estudiamos su papel en el tratamiento del dafio asociado a procesos de

isquemia renal.
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OBJETIVOS

Caracterizar el mecanismo de acciéon de TAT-NBI1 en ensayos in vitro.

Estudiar la capacidad de TAT-NBI1 de internalizarse en la célula e

inducir muerte en diferentes lineas celulares.

Determinar el efecto de la combinaciéon de un EFGR-TKI (erlotinib) con
el inhibidor de los complejos CDK/ciclina TAT-NBI1 en diferentes lineas
tumorales resistentes a erlotinib. Caracterizar el mecanismo de accién

de la combinacién de ambos farmacos.

Estudiar el papel de TAT-NBI1 en los procesos de recuperacion tisular
en un modelo isquemia/reperfusion renal y comprender el mecanismo

molecular de accién del compuesto.

Identificar inhibidores de GAPDH, como diana antitumoral, a partir de

un cribado de quimiotecas.
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Introduccién ciclo celular.

1.1 INTRODUCCION AL CICLO CELULAR

El estudio de la regulacién del ciclo de divisién celular comenz6 con el
descubrimiento de Masui y Markert (1971) (Fig. 1.1) (revisado en (Murray,
2004; Nurse, 2000) del factor promotor de la maduracién (MPF), capaz de
inducir el proceso de division celular en oocitos de Xenopus. En el afio 2001,
Paul Nurse, Leland Hartwell y Timothy Hunt recibieron el Premio Nobel de
Fisiologia y Medicina por sus descubrimientos relativos al papel de las ciclinas y
las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) en el ciclo celular. Quedé asi
establecido que la maquinaria basica que regula el ciclo celular se compone de
complejos CDK/ciclina y que estos complejos se encuentran conservados a lo

largo de la evolucién.

Leland Hartwell,
identificacion de Cdc en
levadura.
Rudolf Virchow Paul Nurse, clonacién Ciclina D, || Respuesta al
‘todas las  células de CDK1. en el || dafio al DNA
provienen de  otras Hartwell, puntos de | p53  “Guardian | Implicacién  de | desarrollo de || induce
células” Checkpoints. del genoma” p27 en cancer. cancer de mama senescencia
Masui y  Markert. || Tim Hunt, || pRB  es  un || Descripcion de || La mutacién de || COK2 esencial || CDK1 es
Identificacion del factor || Identificacion de || regulador del || los inhibidores || “Checkpoints” en meiosis suficiente para la
promotor  de la || las ciclinas ciclo . INK4 y Cip/Kip. implicados en progresié del
maduracion (MPF), cancer. ciclo celular.

Figura 1.1. Principales descubrimientos del ciclo celular. Resumen cronolégico de
descubrimientos relevantes para la comprension del ciclo celular: Leland Hartwell, aislé una
coleccion de mutantes del proceso de division celular en Saccharomyces cerevisiae e
identific6 asi mas de 50 genes, CDC (cell division cycle), implicados en este proceso. En 1975,
Paul Nurse, encontré el gen CDC2 regulador del ciclo celular en Schizosaccharomyces pombe
y homélogo al CDC28 identificado por Hartwell. Nurse logré demostrar que ambos genes
codificaban para quinasas (posteriormente denominados CDKs) que controlaban el ciclo
celular a través de la fosforilacién de distintos sustratos. Su principal hallazgo ocurri6 en
1987, cuando insertando segmentos de DNA humano en levaduras mutantes de CDC2 indujo
su entrada en mitosis. Estos experimentos le permitieron la identificacién del homélogo
humano de CDC2, CDK1 (Nurse, 2000). Tim Hunt, en 1983, descubri6 las proteinas
denominadas ciclinas, proteinas que se sintetizan y se degradan en cada ciclo celular y
regulan la actividad de las CDC (Hunt, 1991) (adaptado de (Malumbres y Barbacid, 2009)).


http://es.wikipedia.org/wiki/Leland_H._Hartwell
http://es.wikipedia.org/wiki/R._Timothy_Hunt
http://es.wikipedia.org/wiki/Anexo:Premio_Nobel_de_Fisiolog%C3%ADa_o_Medicina
http://es.wikipedia.org/wiki/Anexo:Premio_Nobel_de_Fisiolog%C3%ADa_o_Medicina
http://es.wikipedia.org/wiki/Ciclina
http://es.wikipedia.org/wiki/Quinasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Ciclo_celular
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En mamiferos hasta el momento se conocen 21 CDKs (CDK 1-20) (Malumbres
et al.,, 2009), y 5 proteinas, conocidas como quinasas “CDK like (CDKL)” de las
que no se ha encontrado su asociaciéon a ciclinas (Fig. 1.2A). En cuanto a las
ciclinas, que regulan la actividad de estas CDKs, se conocen hasta el momento
29 ciclinas diferentes (Fig. 1.2B) (Malumbres, 2011; Malumbres y Barbacid,
2005). Los complejos CDK/ciclina estdn implicados en la regulaciéon de
diversos procesos celulares. Mientras CDK1/ciclina A/B; CDK2/ciclina E/A,
CDK4/6/ciclina D, CDK3/ciclina C se asocian al control del ciclo celular, el
grupo constituido por CDK7/ciclina H, CDK8/ciclina C, CDK9/ciclina T, estan
involucrados en la regulacion de la transcripcion. CDK7/ciclina H posee una
funcién adicional en la activaciéon de algunas CDKs del ciclo celular (Kaldis,
1999). CDKS5 asociado con p35, p25 o ciclina [ regula numerosas funciones en
el sistema nervioso central como la transmision y la plasticidad sinaptica asi
como procesos de supervivencia y muerte neuronal (Cheung et al., 2006) (Fig.

1.2C).

El ciclo celular consiste en una serie de eventos ordenados y controlados que
culminan con el crecimiento de la célula y su division, dando lugar a dos células
hijas. El ciclo celular eucaridtico se compone de cuatro fases, G1 (fase “GAP1"),
S (fase de sintesis), G2 (fase “GAP2”) y M (fase de mitosis). Al conjunto de las
fases G1, S y G2 se le denomina interfase (Murray, 2004). El transito a través de
las diferentes etapas que componen el ciclo celular esta regulado por las CDKs.
Estas proteinas poseen actividad serina/treonina quinasa (Malumbres, 2005) y
su actividad se regula por asociacion a diferentes ciclinas. Los niveles celulares
de CDKs en la célula son constantes mientras que niveles de las diferentes
ciclinas fluctian a lo largo del ciclo estableciéndose asi un punto clave de
control de progresion (Fig.1.3). Existen diferentes complejos CDK/ciclina que
controlan el paso a través de las diferentes etapas del ciclo (Malumbres y

Barbacid, 2005)
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Figura 1.2. Complejos CDK/ciclina. Arbol filogenético de A. La Familia de las
CDKs; Nomenclatura para las CDKs (azul) y la familia de CDKL (verde); B. Familia
de las ciclinas (Cyc) (adaptado de (Malumbres y Barbacid, 2005; Malumbres et al.,
2009)). C. Implicacion de los complejos CDK/ciclina en el ciclo celular, la subfamilia
de CDK (CDK1-11) junto con las proteinas activadoras y algunos de sus sustratos.
(adaptado de (Malumbres, 2005)).
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La fase G1 es el periodo del ciclo celular que abarca desde el término de la fase
M hasta el inicio de la fase S. En esta primera fase de crecimiento, la célula que
acaba de dividirse tiene una intensa actividad metabdlica, aumentando su
tamafio, el numero de microtdbulos y generando nuevos organulos
(mitocondrias, ribosomas y estructuras membranosas). Durante G1, la célula
decide si replicar su DNA o salir del ciclo celular, pasando a un estado
quiescente denominado GO (Ren y Rollins, 2004). Células en GO pueden
retornar a la fase G1 en un proceso regulado por la uniéon de CDK3 a ciclina C
(Ren y Rollins, 2004). El complejo CDK3/ciclina C es el primero en fosforilar
parcialmente la proteina de retinoblastoma (pRb). La pRb es una proteina
supresora de tumores, la cual en condiciones hipofosforiladas, mantiene
secuestrado al factor de transcripcién E2F. El factor de transcripcidn E2F, juega
un papel crucial en el control de la transcripciéon de diferentes proteinas del
ciclo celular. Su secuestro por pRb inhibe la transcripcién y la progresién del
ciclo. De este modo, la fosforilacién de pRb produce la liberacién de E2F y

permite la transcripcion de los genes necesarios para iniciar la fase G1.

CiclinaB
Ciclina E Ciclina A

CiclinaD

Figura 1.3 Fluctuacion de las ciclinas en las diferentes fases del ciclo
celular.

Durante G1 se puede distinguir una fase inicial dependiente de mitégeno y una
segunda fase en la que el ciclo progresara independiente de los nutrientes

disponibles. El punto a partir del cual la célula puede proliferar en ausencia de

9



Introduccién ciclo celular.

estimulos mitogénicos se conoce como punto de restriccién (R). R es un punto
de no retorno: una vez alcanzado, la célula debe completar una ronda de
divisién celular (Coller, 2007). En la fase G1 también se sintetizan diferentes
isoformas de la ciclina D (D1, D2, D3) que interaccionan con CDK4 y CDK6. Los
complejos formados hiperfosforilan a pRb, liberando E2F (Ren y Rollins, 2004).
La activacién de E2F inicia la transcripcién de una serie de genes que inducen la
entrada de la célula en fase S, asi como la expresion de ciclina E, que se asocia
con CDK2. El complejo CDK2 /ciclina E es necesario para la transicién de G1 a §,
debido a que mantiene hiperfosforilada a pRb y por lo tanto favorece la

acumulacion de E2F.

En la fase S, tiene lugar la duplicacién del DNA y la sintesis de histonas. Una vez
completada, cada cromosoma queda duplicado y formado por dos cromatidas
idénticas. En esta fase se inicia la replicacién de los centriolos, la cual no se
completard hasta el inicio de la mitosis (Malumbres y Barbacid, 2009). Al igual
que otros complejos, CDK2/ciclina E fosforila la histona H1 que participa en la
reorganizacion de la cromatina durante la replicacion del genoma. Al final de la
esta fase la ciclina A empieza a sintetizarse regulada también por el factor E2F
(Johnson y Walker, 1999). Al entrar en fase S, los complejos CDK2/ciclina A y
CDK2/ciclina E permanecen en el nucleo, mientras que CDK4, 6/ciclina D salen

al citoplasma y son degradados por el proteasoma.

En la fase G2, o segunda fase de crecimiento, continua la sintesis de RNA y
proteinas necesarias para la mitosis. El final de esta fase se establece cuando
los cromosomas empiezan a condensarse iniciando asi la mitosis. En la
transicion de G2/M, ciclina A interacciona con CDK1 en el nucleo hasta su
degradacion durante la fase M, que ocurre por protedlisis dependiente de
ubiquitina (Besson et al., 2008). En la fase G2 ciclinas de tipo B (B1, B2 y B3),
forman complejos con CDK1 (Gallant y Nigg, 1994; Nguyen et al., 2002). Los
complejos CDK1/ciclina B regulan diversos eventos en la transicién G2/M,

mediante fosforilaciéon de sustratos que permitiran la ruptura de la envoltura
10
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nuclear, la separacién de los centrosomas, la reorganizacién de los
microtibulos en el huso mitético, la condensacién de la cromatina para formar
los cromosomas y la fragmentacion del aparato de Golgi. Finalmente, la
inactivacién de CDK1/ciclina B mediante la degradacion de la ciclina B por
proteolisis permite la correcta salida de M (Satyanarayana y Kaldis, 2009b). En
este punto, ocurre una defosforilacién de pRb, recuperando ésta la capacidad
represora de proliferacion, que es necesaria para comenzar un nuevo ciclo. En
esta fase ocurre la division del ntcleo (cariocinesis) y sincronizadamente la
division celular (citocinesis). La citocinesis comienza generalmente durante la
anafase y termina en un punto después de la finalizacién de la mitosis. Al
culminar esta fase los cromosomas duplicados se distribuyen de manera

idéntica en cada una de las células hijas (Orzaez et al., 2009) (Fig. 1.4).

1.1.1. Puntos de control del ciclo celular

A finales de los ochenta, Hartwell descubri6 la existencia de mecanismos de
vigilancia de la divisidon celular a los que llamé “checkpoints” que permiten
reconocer errores en diferentes etapas del ciclo celular y proceder a su
correccion (Hartwell y Kastan, 1994). La activacion de estos puntos de control
provoca la parada del ciclo celular (arresto), mediante la modulacién de las
CDKs y permite la reparacion de los dafios. Si la reparacidn no es posible, las
células deben ser dirigidas a un proceso de senescencia o muerte celular por

apoptosis (Besson et al., 2008).

1.1.1.1. Puntos de control en G1/S

El primer punto de control se establece al final de la fase G1 donde se verifica la
presencia de factores de crecimiento y el tamafio celular. Cuando todas las
condiciones son apropiadas, la célula esta lista para pasar a la fase S e iniciar la
replicacién del DNA (Malumbres y Barbacid, 2009). En células que deben
entrar en quiescencia y en células que son sometidas a carencia de nutrientes,

11
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la proteina p16 se une a CDK4/6, desplazando a ciclina D e impidiendo la
fosforilacion de pRb. Por el contrario, si existe una sefial externa de
proliferacién, aumenta la expresién de ciclina D, la cual compite con p16 por la
unién con CDK4/6, regulando positivamente la actividad quinasa del complejo
y facilitando la progresiéon del ciclo (Bartkova et al, 1996; Sherr y Roberts,
1999). En respuesta a dafio a DNA, en esta etapa, el control del ciclo lo asumen
las quinasas denominadas ATM (“Ataxia-telangiectasia mutated”) y ATR (ATM y
Rad-3 related) que activan 2 vias de control. La primera fosforila a proteinas
serina/treonina quinasas llamadas CHK1 y CHK2 y la segunda a la proteina p53
(Bartek y Lukas, 2001; Xiao et al, 2003). CHK1 y CHK2 inician el proceso de
degradacion proteosomal de la fosfatasa CDC25, mediante fosforilaciéon. Esta
fosfatasa es la encargada de desfosforilar CDK2, permitiendo asi la actividad
enzimatica del complejo CDK2 /ciclina E. Al disminuir los niveles de CDC25 por
activacion del eje ATM/ATR-CHK2/CHK1, CDK2 se mantiene fosforilada,
impidiendo asi la activacién de los genes de fase S, y las células retrasan su
progresion, acumulandose en el final de la fase G1. Estos eventos constituyen la
primera respuesta celular a las lesiones en el DNA, iniciAndose entre veinte y
treinta minutos después de producirse el dafio y se conoce como arresto
temprano (Xiao et al, 2003). No obstante, el mantenimiento prolongado de las
células en fase G1 se consigue mediante el arresto tardio, que se inicia
simultdneamente al arresto temprano, pero los efectores podran ejercer su
funcion bioldgica al cabo de varias horas. El arresto tardio involucra, ATM y
ATR, que fosforilan directamente la proteina p53, reduciendo su capacidad para
unirse a MDM2 (“murine doble minute 2”). MDM2 es una ubiquitina ligasa
necesaria para la degradacion de p53, lo que se traduce en la acumulaciéon y
estabilizacién de p53 y posterior activacion de p21. p21 inhibe el complejo
CDK2/ciclina E, provocando la detencién del ciclo celular en la fase G1/S (Hirao
et al, 2000). En caso de no repararse el dafio en el DNA, p53 es la encargada,
ademas, de inducir la eliminacién de la célula mediante muerte por apoptosis

(Bartek y Lukas, 2001).
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1.1.1.2. Puntos de control de dario al DNA en G2/M

El siguiente punto de control tiene lugar en la fase G2 y previene la entrada en
mitosis si en la célula existen dafos en el DNA. En concreto, ATR fosforila a la
proteina CHK1 que inhibe a la fosfatasa CDC25C, evitando asi la activacién de

CDK1 y por tanto impidiendo la formacién del complejo CDK1/ciclina B.

En la fase de mitosis existe un tercer punto de control que asegura la correcta
segregacion cromosémica en mitosis, denominado punto de control del
ensamblaje del huso (SAC, “Spindle Assembly Checkpoint”). La activacién de
SAC, provoca la parada del ciclo celular y retrasa el inicio de anafase hasta que
todos los cinetocoros se unen al huso de forma bipolar. El complejo promotor
de la anafase o ciclosoma (APC/C) es quien promueve la transiciéon de anafase y
la salida de mitosis. Durante la prometafase, APC/C esta unido al coactivador
Cdc20, pero bajo la inhibicion de proteinas del checkpoint de huso mitético, las
cuales bloquean su capacidad de reclutamiento de sustratos. Sin embargo, esta
forma de APC/C-Cdc20 mantiene la capacidad de ubiquitinar algunas de sus
dianas tales como ciclina A (Geley et al, 2001). Cuando la dltima pareja de
cromatidas hermanas se ancla al huso mitoético y se inactiva el checkpoint de
huso mitdtico, APC/C-Cdc20 se activa por completo, siendo capaz de
ubiquitinar un nuevo grupo de proteinas en metafase, incluyendo ciclina
(Musacchio y Salmon, 2007). Esta destruccion de ciclina B conlleva la
inactivacion progresiva de la actividad CDK, lo que permite la desfosforilacion
del otro coactivador de APC/C: CDH1, el cual permanecia inactivo en su forma
fosforilada. Una vez desfosforilado, CDH1 activa a APC/C, otorgandole una
especificidad de sustratos que incluyen CDC20, PLK1 y las quinasas Aurora (A y
B), que se destruyen en este orden en anafase y telofase (Lindon y Pines, 2004).
De este modo, la actividad de APC/C desencadena la progresion de la mitosis

(Musacchio y Salmon, 2007; Sullivan y Morgan, 2007).
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Figura 1.4. Esquema general del ciclo celular y su regulacién. El ciclo celular
consta de 2 fases: la interface (G1, S, G2) y Mitosis (M). A lo largo del ciclo fluctia la
actividad de los distintos complejos CDK-ciclina. pRb es hiperfosfolilada, liberando E2F,
necesaria para la transcripciéon. ® punto de restriccién en donde las células pueden
abandonar el ciclo para entrar en GO, fase de quiescencia. (v) punto de control del ciclo
celular.

Las CDKs son similares entre si, en términos de secuencia y estructura. De las
distintas CDKs la mas estudiada desde el punto de vista estructural es CDK2.
CDK2 posee un l6bulo N-terminal en forma de lamina beta (residuos 1-79; Fig.
1.5, en magenta), con un bucle rico en glicinas y la hélice PSTAIRE (residuos 42-
57; Fig. 1.5, en celeste) que contiene en el sitio catalitico un acido glutamico en
posicion 51 (Glu51), conservado entre las diferentes proteina quinasas
eucariotas. Ademas posee un lobulo C-terminal (residuos 86-297; Fig. 1.5, en
amarillo) en estructura helicoidal que contiene el segmento de activacién por
fosforilacién denominado “T-loop” (residuos 145-172; Fig. 1.5, en rojo). Entre
el l6bulo N-terminal y el C-terminal hay una regién denominada bisagra
(residuos 80-85) (Heitz et al, 1997; Morris et al, 2002). El segmento de

activacion es importante en la unién del sustrato y contiene un residuo de
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treonina (Thr160, Fig. 1.5, en azul), que es fosforilado para que se produzca la
activacion de la CDK. En la CDK inactiva, los dos 16bulos tienen conformaciéon

abierta (Johnson et al,, 2002).

N-terminal C-terminal
G N T B )
1 79 86 145 172 287
N-terminal

PSTAIRE

Thr 160

. .~ C-terminal

Figura 1.5. Estructura de CDK2. Estructura por difraccion de rayos X a 1.9
A de resolucién de ICDK2 humana (las coordenadas fueron extraidas del “Protein
Data Bank” (PDB) cddigo 1HCK) (Schulze-Gahmen et al, 1996). . El N terminal en
magenta; la hélice PSTAIRE en celeste, el 16bulo C-terminal en amarillo; el “T loop” en
rojo y el sitio de activacién por CAK (Thr160) en azul.

Por otra parte, la estructura primaria de las ciclinas tiene en comun la
presencia de una o dos regiones conservadas de 150 aminoacidos conocidas
como “cyclin box". En concreto, ciclina A, posee dos “cyclin box" (residuos 209-

310 (Fig. 1.6, en verde), 311-399 (Fig. 1.6, en azul)), formadas por 5 regiones
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helicoidales, que se encuentran asociadas con dos hélices adicionales en el
extremo N-terminal (residuos 1-200; Fig. 1.6, en verde claro) y en el C-terminal
(residuos 302-432, Fig. 1.6, en azul oscuro). En la regiéon N-terminal existe un
sitio conservado denominado surco de unién del substrato CRM (“cyclin
recruitment motif”; residuos 109-160) (Malumbres y Barbacid, 2005; Noble et
al, 1997). En el CRM, se produce la unién de un gran numero de substratos
como el factor de transcripciéon E2F, pRb y p53 previamente a su fosforilacion

por la CDK correspondiente.

N-terminal “Cyclin Box 1” “Cyclin Box 2” C-terminal
( | S—
1 209 310 399 432
“Cyclin Box 1”

d N-terminal a C-terminal

“Cyclin Box 2”

Figura 1.6. Estructura de Ciclina A. Estructura por difraccién de rayos X a 2 &
de resolucion de ciclina A bovina (las coordenadas fueron extraidas del PDB cédigo
1VIN) (Brown et al, 1995). Representacién esquemadtica de la ciclina A, donde
muestra el N-terminal en verde claro, “Cyclin Box 1” en verde, “Cyclin Box 2” en azul
y el C-terminal en azul oscuro.
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En los ultimos aiios, se han descrito la estructura tridimensional de diferentes
complejos CDK/ciclina, entre otros CDK2/ciclina A (Jeffrey et al, 1995),
CDK2/ciclina E (Honda et al, 2005), CDK4/ciclina D (Day et al, 2009),
CDK2/ciclina B (Brown et al., 2007), CDK9/ciclina T/ciclina C (Baumli et al,
2008), CDK7/ciclina H(Lolli et al., 2004) (Andersen et al, 1997), y CDK5/p25
(Tarricone et al., 2001).

Tomando como referencia el complejo CDK2/ciclina A, la asociaciéon entre
ambas proteinas se produce a través de la interaccién de la hélice PSTAIRE de
la CDK (Fig. 1.7 en violeta) y las hélices 3 y 5 de ciclina. Esta interaccién es
responsable de la rotacion de la hélice PSTAIRE que permite el correcto
posicionamiento del Glu51 en el surco catalitico induciendo la reorganizacion
del sitio de unién del ATP (Gondeau et al, 2005). En un segundo paso del
proceso de activaciéon del complejo, se produce una interacciéon entre el C-
terminal y el “T loop” (Fig. 1.7 en rojo) de la CDK, con la hélice N-terminal de
ciclina (Fig. 1.7 en verde claro). En este paso se expone el “T loop” que es
fosforilado por la quinasa activadora de CDKs, CAK (“CDK activating kinase”)
(un complejo formado por CDK?7, ciclina H, y MAT-1) dejando accesible el sitio
de unioén al sustrato y quedando el complejo en su forma activa (Morris et al,
2002).
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C-terminal
(CDK2)

N-terminal
(Ciclina A)

CDK2 Ciclina A

Figura 1.7. Estructura del complejo CDKZ2/ciclina A. Estructura por
difraccién de rayos X a 2,3 A de resolucién del complejo CDK2/ciclina A humanas
(las coordenadas fueron extraidas del PDB cddigo 1]JSU)(Russo et al, 1996). Se
muestra la interaccién de CDK2 con ciclina A. c-terminal en amarillo, el T loop en
rojo, el N-terminal en magenta y la hélice (PSTAIRE) en violeta de CDK2. La ciclina A
se muestra en azul, y el N-terminal en verde claro.

1.1.2. Regulacion de la actividad de los complejos

CDK/ciclina

La actividad de los complejos CDK/ciclina est4 regulada tanto por procesos de
fosforilacion/desfosforilacion como por su asociacion a miembros de las

familias de inhibidores de CDKs (CKIs).

1.1.2.1. Regulacion de la actividad CDK  por
fosforilacion/desfosforilacion.
Como hemos descrito previamente, para su completa activacién, ademas de la

union con las respectivas ciclinas, las CDKs deben ser fosforiladas en un residuo
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conservado de treonina (Thr172 en CDK4 y Thr160 en CDK2) que provoca la
exposicidn del sitio catalitico (Brown et al., 1999) (Fig. 1.8). La actividad de
todas las CDKs se regula negativamente por la fosforilacién de un residuo en el
extremo amino terminal (Thr14 y Tyr15) por las quinasas WEE1 y MYT1. Estas
fosforilaciones no inducen grandes cambios conformacionales en la estructura,
pero si reducen la afinidad de la CDK por su sustrato (Niida y Nakanishi, 2006)
(Fig. 1.8). Otro mecanismo de regulacion lo llevan a cabo la familia de
fosfatasas CDC25 (CDC25A, CDC25B Y CDC25C)(Echalier et al, 2010;
Malumbres y Barbacid, 2009; Satyanarayana y Kaldis, 2009a) que desfosforilan
las CDKs (en los residuos Thr14, Tyr15), para regular las transiciones entre las
diferentes etapas del ciclo celular (Fig. 1.8). Por ejemplo, en presencia de dafio
en el DNA durante la progresion de la fase S, CHK1 fosforila CDC25A
provocando su ubiquitinacién y degradaciéon. La disminucién de CDC25A
conduce a la acumulacién de CDK2 fosforilada y arresto mitético. Al final de la
fase G2, la familia CDC25 activa el complejo CDK1/ciclina B (Aressy y
Ducommun, 2008; Xiao et al., 2003).

‘\ Cyc — CDK

A

CAK

DK \Q

Complejo activo

Figura 1.8. Mecanismo de activacién del complejo CDK/ciclina. Las CDKs
requieren unirse a ciclina para tener actividad quinasa. Una vez formado el
complejo debe ser activado por fosforilacion en el “T-loop” por CAK. El complejo, es
regulado negativamente por WEE1. Accidn que es revertida por la fosfatasa CDC25.
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1.1.2.2. Regulacion por inhibidores naturales de CDKs (CKIs).

Dependiendo de la estructura molecular y afinidad por las CDKs, los inhibidores
naturales se agrupan en dos grandes familias: INK4 (“Inhibitors of CDK4”) y
Cip/Kip (“CDK inhibitor proteins/kinase inhibitor proteins”). Los inhibidores
INK4 (INK4A (p16), INK4B (p15), INK4C (p18) y INK4D (p19)) se unen
especificamente a CDK4 y CDK6 en la fase G1 del ciclo celular, interfiriendo en
su interaccidn con ciclina D. Las proteinas INK4 se unen a regiones cercanas al
sitio de union de ATP del surco catalitico y opuesto al sitio de unidén de la ciclina
D, interaccionando con el N- y C-terminal. Esta unién induce un cambio
conformacional en la region catalitica y altera alostéricamente el sitio de union

de la ciclina D, favoreciendo su disociacidn (Jeffrey et al., 2000).

La familia CIP/KIP (p21 (CIP1/WAF1), p27 (KIP1) y p57 (KIP2)) interacciona a
través de su dominio N-terminal con el CRM de ciclina E o ciclina A. De este
modo, la unién de p21 o p27 al CRM impide el acceso de los substratos al centro
activo e inhibe asi su fosforilaciéon (Abukhdeir y Park, 2008; Orzaez et al., 2009).
La proteina p21 esta involucrada en senescencia y en diferenciacion celular y es
diana transcripcional de p53 mediando el arresto en las fases G1 y G2 inducido
por dafio al DNA. p21 inhibe la replicacion del DNA en fase S por la unién con el
antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), que es una proteina nuclear
sintetizada en la fase G1 temprana y en la fase S del ciclo celular. Esta proteina
se localiza en el nucleo y favorece la sintesis de DNA, ya que es un cofactor de la
DNA polimerasa. Cuando existen dafios en el DNA, la proteina PCNA se reubica
y participa en la via de reparacion del DNA (Abbas y Dutta, 2009). La proteina
p27 es importante para la salida del ciclo celular cuando las células estan en la
fase GO. Su expresion disminuye rapidamente cuando las células se
reincorporan al ciclo celular (Abukhdeir y Park, 2008; Chu et al, 2008). La
interaccion de p27, con CDK4,6/ciclina D, promueve la translocacién del
complejo, al citoplasma durante la fase G1. El aumento en los niveles de

expresion de p27 esta asociado a parada en mitosis. La proteina p57 parece
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tener un papel importante durante el desarrollo embrionario (Starostina y
Kipreos, 2011). Las proteinas CIP/KIP estan reguladas por fosforilacién, la cual
determina su localizacién celular (Ullah et al, 2009). Por ejemplo, la
fosforilacion de p21 en Thr145 y Ser153, por la proteina quinasa B (PKB)/AKT
y la proteina quinasa C (PKC), respectivamente, promueve la retencién
citoplasmatica de p21. La primera fosforilaciéon se localiza en un residuo
proximo a la secuencia de localizacion nuclear (NLS) de p21 y evita su
interaccion con la importina nuclear, y el segundo bloquea el importe nuclear

mediado por calmodulina (Child y Mann, 2006).

Tres sitios de fosforilacion de p27 la mantienen en el citoplasma. La primera es
una fosforilacién en Ser10, hace que p27 sea exportada desde el ntcleo en la
fase G1. La segunda y tercera es en Thr157 y Thr198 por PKB/AKT, que
impiden su interaccién con importinas (Fujita et al, 2003; Ishida et al., 2002).
La fosforilaciéon de p27 en Thr187 por CDK2/ciclina E, conduce directamente a
una disminucién de las concentraciones de p27. Esta disminucién permite su
reconocimiento por ubiquitina ligasa SCF (SKP2) lo que conlleva a la

degradacion de p27 (Swanton, 2004).

La importancia de la familia de proteinas CIP/KIP se pone de manifiesto
observando el fenotipo de los ratones que carecen de dichas proteinas. El raton
nulo (“knock out”) para p27, presenta un tamafio superior al normal e
hiperplasia en érganos (Gao et al., 2004). En el “knock out” para p21 las células
son incapaces de sufrir arresto inducido por dafio en el DNA. Los ratones que
carecen de p57 también muestran hiperplasia en muchos 6érganos y
alteraciones en rutas como Notch, MyoD y BMP-2/6, lo cual induce un retraso

en la diferenciacion (Abukhdeir y Park, 2008; Zhang et al., 1997).

Aunque en general el papel de estos inhibidores se asocia a la habilidad de
bloquear el ciclo celular y en este sentido se consideran genes supresores de

tumores, en los ultimos anos se ha estudiado su implicacién en el control de
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otros procesos celulares tales como la apoptosis, transcripciéon y migracién. De
este modo, su inhibicién puede resultar en oncogénesis (Besson et al, 2008).
Se ha establecido también la importancia que tiene su localizacion celular. Asi
cuando se encuentran en el nidcleo ejercen como supresores tumorales, por el
contrario una localizacién en citosol estd mas relacionada con su actividad
oncogénica (Coqueret, 2003). Asi, la pérdida, sobreexpresién o localizaciéon
citoplasmatica de p21 y p27 es un marcador de mal prondstico y esta asociado
con un aumento en la agresividad del tumor en cancer de pancreas, mama,
prostata, ovario, pulmdn, cuello uterino, cerebro, estémago y en los

glioblastomas (Besson et al., 2004; Biankin et al., 2001).

1.1.3. Analisis genético de la funcion del complejo

CDK/ciclina en ratones.

Con el fin de conocer a fondo los mecanismos que gobiernan el ciclo celular y la
importancia que las diferentes CDKs tienen en la induccién de diferentes
patologias se han generado multiples modelos murinos con alteraciones en
ciclinas y CDK. En la Tabla 1.1, se resumen las caracteristicas mas relevantes de
los diferentes “knock out” de ciclinas y CDKs. Respecto a los ratones “knock out”
de CDKs hay que destacar que la inica CDK indispensable para la viabilidad es
la CDK mitética CDK1, cuya eliminacién no permite que el embrién progrese.
Esto indica que la ausencia de CDK1 no puede compensarse con otras CDKs. Sin
embargo, CDK1 puede ejecutar todos los eventos que se requieren para
impulsar la divisiéon celular y el desarrollo embrionario (Santamaria et al,
2007). En cambio, las denominadas CDKs de interfase (CDK2, 4 y 6) no son
esenciales y su eliminaciéon provoca defectos principalmente en células

especializadas (Malumbres y Barbacid, 2009).

En los ratones “knock out” CDK5 se puso de manifiesto que esta quinasa es

esencial para el correcto desarrollo del sistema nervioso central, presentando
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letalidad embrionaria y la alteracion de las estructuras laminares corticales

debido a la alteracion de la migracion neuronal (Hirasawa et al., 2004).

En cuanto a las ciclinas, cabe destacar el papel de ciclina A2 (Liu et al., 1998;
Murphy et al, 1997) y B1 (Brandeis et al, 1998), puesto que su supresion,
resulta en letalidad embrionaria temprana. Ambas ciclinas son esenciales para
la embriogénesis y ninguna de las otras ciclinas son capaces de compensar su

pérdida.

Tabla 1.1. Modelos murinos “Knock out” de CDKs y ciclinas implicadas en
ciclo celular

"Knock-out " Fenotipo Alteraciones que desarrolla Referencia

Desarrollo de diabetes, defectos en

- Son viables, de tamafo pequefio y células endocrinas, tales como las Rane, Dubus et
CDK4 e a e 2
estériles. células B pancredticas o células al. 1999
pituitarias.
Son viables, con una disminucién en el Malumbres,
CDK6 ™~ tamario del timo, las hembrastienen un Alteraciones en hematopoyesis. Sotillo et al .
tamafio menory son esteriles. 2004
Son letales, los embriones mueren Alteracion de la maduracion de los

durante las Ultimas etapas del desarrollo  diferentes linajes hematopoyéticos, lo  Tsutsui, Hesabi
embrionario, muestran una proliferacion que se traduce en una anemia severay etal.1999
celular normal. la muerte

CDK4 7~;CDK6 7~

Son viables y el desarrollo embrionario es
Berthet, Aleem

_/_ . . . .
normal, aunque los animales son de Alteraciones en las células germinales
coK2 d g etal. 2003
menor tamafio .
. . Barriere,
- - Completan el desarrollo embrionario y i L, L i
CDK2 " ; CDK4 R Dismunucidn en los cardiomiocitos Santamaria et
nacen, pero mueren al poco tiempo.
al . 2007
Son viables, los ratones son de bajo peso . Malumbres,
- - L ; } Defectos en la hematopoyesis, )
CDK2 "";CDK6 y esterililes, con una vida media de 1,5 L . Sotilloetal .
s ) ; espermatogénesis y ovogénesis.
afios sin desarrollar ninguna anomalia. 2004
Santamaria,
- Son letales, mortalidad embrionaria R
CDK1 . . Barriere et al .
desde las primeras divisiones celulares.
2007
Letalidad embrionaria y alteracidn de las Hirasawa,
CDK5 7~ estructuras laminares corticales debido a Ohshima et al .
que se afecta la migracion neuronal. 2004
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"Knock-out "

Ciclina D17~

Ciclina D2 7~

Ciclina D3 7~

Ciclina D177 D275 D37~

Ciclina E1 7"

Ciclina E27"

Ciclina E1 77 E27°

Ciclina A1 7~

Ciclina A2 7~

Ciclina B1 7~

Ciclina B2 7~

Fenotipo
Son viables, con una disminucién en el

tamafio de los ratones.

Son viables, las hembras son estériles y
los machos tienen testiculos hipoplésicos.

Son viables

Los ratones se desarrollan y la final de la
gestacion mueren.

Son viables y el desarrollo embrionario es
normal.

Son viables y el desarrollo embrionario es
normal.

Letalidad embrionaria.

Son viables y el desarrollo embrionario es
normal.

Letalidad embrionaria temprana.

Letalidad embrionaria.

Son viablesy el desarrollo embrionario es
normal.

Alteraciones que desarrolla

Tienen anormalidades neuroldgicas,
hipoplasia en retinas y glandulas
mamarias.

Anormalidades del cerebelo,
anomalias en la proliferacion de los
linfocitos B e hipoplasia de las células
beta del pancreas.

Defectos en el desarrollo de los
linfocitos T

Anormalidades del corazon,
combinado con una anemia severa

Referencia

Sicinski,
Donaheretal.
1995

Sicinski,
Donaheretal.
1996; Huard,
Forsteretal .
1999

Sicinska, Aifantis
etal.2003

Kozar,
Ciemerych et al.
2004

Geng, Yuetal.
2003; Parisi,
Beck et al . 2003

Geng,Yuetal.
2003; Parisi,
Beck et al . 2003

Geng, Yuetal.
2003; Parisi,
Beck et al . 2003

Murphy,
Stinnakre et al .
1997; Liu,
Matzuk et al .
1998

Murphy,
Stinnakre et al .
1997; Liu,
Matzuk et al .
1998

Brandeis,
Rosewell et al .
1998

Brandeis,
Rosewell et al .
1998
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1.1.4. Inhibidores farmacoldgicos de los complejos

CDK/ciclina.

El papel fundamental de las CDKs en el control del ciclo celular y las relaciones
establecidas entre diversas patologias y la desregulacién de los complejos
CDK/ciclina ha fomentado el desarrollo de inhibidores de estos complejos con
fines terapéuticos. Se pueden distinguir dos grandes grupos de inhibidores de
los complejos CDK/ciclina; los inhibidores cuyo mecanismo de accién se puede
considerar como competitivo por ATP y los no competitivos. A continuacion
describiremos los miembros mas representativos de ambas familias de

inhibidores.

1.1.4.1. Inhibidores competitivos de ATP.

Los inhibidores de CDK/ciclinas ATP-competitivos compiten, como su nombre
indica, por el sitio de unién de ATP de la CDK. Actualmente se han desarrollado
dos generaciones de este tipo de inhibidores. La primera generacion de
inhibidores donde se incluyen las estaurosporinas, la olomoucina o
isopentanyladina presentan baja especificidad y afectan por tanto a un gran
numero de quinasas. Esto dificulta su aplicacién clinica debido al gran nimero
de efectos secundarios que se derivan de su aplicacion. La segunda generacion
presenta una especificidad mejorada e incluye inhibidores como alvocidib
(flavopiridol, Sanofi Aventis) (Dickson y Schwartz, 2009), seliciclib (R-
roscovitina, CYC202 Cyclacel) (McClue et al, 2002), PD-0332991 (Pfizer)
(Flaherty et al.), SNS032 (BMS) (Wu et al, 2012); alguno de ellos se encuentran
actualmente en distintas fases de desarrollo clinico (Meijer y Raymond, 2003;

Sharma et al.,, 2008) (Tabla 1.2).

25



Introduccién ciclo celular.

Tabla 1.2. Inhibidores ATP competitivos
Compuesto Estructura Mecam?l,no Fase Clinica Efectos adversos Farmacéutica
L deAccion

oH o Neutropenia,
Alvocidib i Fase |y Il en tumores trombocitopenia,

L o O o Inhibidor de Iy . . L= ) )
(flavopiridol, HMR HO O CDK1.24 6v9 solidos y neoplasias nauseas, vomitos, y Sanofi Aventis
1275) N n88H0Y hematoldgicas. anomalias en los

i electrdlitos.
Fase |y Il en combinacién Nauseas, vomitos,
Seliciclib (1, R- D NH Inhibidor de con quimioterapia para  astenia y aumentos Cyclacel
Roscovitina, \)\ JN: ) N\> CDK1,24,6,5,7 neoplasias de célulasB, transitorios de Pharmaceuticals
CYC202) to N N l y9 carcinoma nasofaringeoy creatinina séricay Inc.
en cancer de pulmon. disfunciones hepaticas
i Fase | en tumores sélidos Drug Synthesis
.. N0 ; idosy Dolores de cabeza, i X :
UCN-01 (7- L en sindromes . Byl and Chemistry
cr = Inhibidor de . . nduseas, vomitos,
Hydroxystaurospo WA T AL mielodisplésicos y en fase | . Branch.
. Y e CDK1y2 hipoxemiay la
rine) ! Il en melanoma . . Development
CHOT o hiperglucemia. N
— metastdsico. Therapeutic
M i Fase ly Il en tumores
“Fp 4L Inhibidor de
PD-0332991 QU\N J'\x 0 CDKAYE sélidosy pacientescon ~ Mielosupresién Pfizer
! N v cancer avanzado.
HCI ()
NH
H
SNS-032 (BMS- o s SYNTp Inhibidor de Fase | en tumores solidos y Miclosupresion Sunesis
387032) [ R CDK2,7y9 leucemia. P Pharmaceuticals
N
OH O Fase ly Il en cancer de . . .
, . Hiperglucemia, fatiga, _.
) o pancreas, cancer de . ., Piramal
Inhibidor de diarrea, elevacion de la
P276-00 HO 07 "Ar cabeza y cuello avanzado, . L. Healthcare
CDK2,7y9 . creatinina elevaciony .
oH y otras neoplasias ; Limited
N anemia.
\ avanzadas.
O % Fase ly Il en tumores
N.__N.
T sélidos y neoplasias
Dinaciclib (SCH e . Inhibidor de hemato\llé icaps en fase Il Schering-Plough
NH -
727965) CDK1,2,5y9 g . y o G £
A~ para leucemia linfocitica
oy M*D P
cronica.

Alvocidib, (flavopiridol) es una flavona sintética (N-methylpiperidinyl
chlorophenyl) que inhibe principalmente CDK9, por lo que tiene efecto sobre la
transcripcidn provocando la disminucién en RNA polimerasa I, ciclinas (ciclina
D), reguladores del ciclo celular (p21) y otras CDKs (CDK 2, 4, y 6), asi como
aquellas proteinas que median la respuesta antiapoptoética como MCL-1 y XIAP.
Todas estas alteraciones provocan la detencién del ciclo celular, en la transicion
G1/S y en G2/M, lo que desencadena la apoptosis de células tumorales tras el
tratamiento. Hay varios estudios con este compuesto que se encuentran
actualmente en fase I y Il en tumores sélidos y neoplasias hematologicas (Bose
et al., 2012; Dickson y Schwartz, 2009). Flavopiridol ha sido estudiado solo y
en combinaciéon con otros farmacos. Por ejemplo, se ha estudiado su

sinergismo con Vorinostat (un inhibidor de las histona desacetilasas) (Dickson
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et al, 2011); en combinaciéon con oxaliplatino (agente alquilante) y
fluorouracilo (interviene en la sintesis de DNA) y también con docetaxel
(inhibidor de la divisién celular) (Carvajal et al, 2009). Sin embargo, se han

descrito reacciones secundarias a los tratamientos (Rathkopf et al., 2009).

Seliciclib (CYC202 o R-roscovitina), inhibe los complejos CDK3/ciclina C,
CDK2/ciclina E, CDK2/ciclina A, CDK1/ciclina A y CDK2/ciclina B; bloqueando
la proliferacion celular en GO, G1, S, G2 y M y el complejo CDK7/ciclina (CAK)
evitando la fosforilacién que activa las diversas CDK. La interaccidn directa de
roscovitina con CDK7/ciclina H y CDK9/ciclina T conduce a la inhibicién de la
RNA polimerasa Il (por falta de fosforilaciéon en Ser2 y Ser5 del dominio C
terminal, respectivamente). En consecuencia, se reduce la transcripcion y en
particular la de factores de supervivencia como MCL-1, survivina y XIAP (Kim et
al, 2004), se inhibe la expresién MDM2 y por lo tanto la degradacién de p53
(Lu et al, 2001; Malumbres y Barbacid, 2009). Ademas, roscovitina inhibe las
MAP-quinasas ERK1 y ERK2, y los miembros de la familia de la caseina quinasa
1 (CK1), lo que contribuye a sus efectos antiproliferativos (Meijer et al., 1997).
Roscovitina, se encuentra actualmente en ensayos clinicos en fase 1 y Il en
combinacién con quimioterapia para neoplasias de células B, carcinoma
nasofaringeo y en cancer de pulmén. El fairmaco es de administracion oral
(Hsieh et al., 2009) y entre los efectos secundarios mas comunes se encuentran
nauseas, vomitos, astenia y aumentos transitorios de creatinina sérica y

disfunciones hepaticas (Le Tourneau et al., 2010).

1.1.4.2. Inhibidores no competitivos de ATP.

El sitio de unidén al ATP se encuentra altamente conservado a través de toda la
familia de las proteinas quinasas por lo que es dificil desarrollar inhibidores
competitivos de ATP especificos para una determinada familia de quinasas.
Teniendo en cuenta que en la célula existen mas de 500 proteinas quinasas,

esto desencadena numerosos efectos secundarios no deseados que han
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enlentecido, en algln caso, los programas de desarrollo preclinico. Ademas, se
ha descrito que las dosis tolerables en los pacientes, son generalmente bajas
(Leitch et al.,, 2009) y se ha propuesto que la mejora de la especificidad podria
ayudar a resolver estos problemas (Huwe et al,, 2003; Sawyers, 2003). Como
alternativa, en los ultimos afos se han desarrollado programas dirigidos a la
identificacion de inhibidores de CDK/ciclina que no compitan con el sitio de

unién de ATP (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Inhibidores ATP no Competitivos

Mecanismo de
Compuesto Estructura

Accion
Cip YFTLQIRGERFEMFRELNE CDK
NBI1 rwimyf-NH2 Ciclina A
PSTAIRE TYTKKQVLRMEHLVLKVLTFDL CDK
Spa310 TSPTTLYDRYSSPPASTTR CDK 2
Peptido 1 PVKRRLFG ICTQ::E :I CRM de

Se han descrito péptidos sintéticos que interfieren en la unién de complejos
CDK/ciclina con sus sustratos. Asi, por ejemplo, se identific6 un péptido de
ocho aminoacidos (PVKRRLDL) derivado de la secuencia de E2F1 (substrato de
CDK2) y presente también en p21, que inhibe el complejo CDK2/ciclina
A/ciclina E (Adams et al, 1996; Kontopidis et al., 2005; Lowe et al., 2002).
Estos estudios dieron lugar a la definiciéon de un motivo de unién conservado
(RXL) que se encuentra en diferentes sustratos de CDK2/ciclina A y es

reconocido por el CRM de la ciclina (Chen et al,, 1999).

El sitio de union CDK2/ciclina A con los inhibidores naturales de la familia
CIP/KIP, ha sido también identificado y se han utilizado péptidos sintéticos
derivados de estas secuencias que inducen una inhibiciéon dosis dependiente de

la actividad enzimatica del complejo CDK (Mclnnes et al., 2003).
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Dentro de los inhibidores ATP no competitivos destaca también el péptido
denominado C4 derivado de la hélice o5 de ciclina A (285-
TYTKKQVLRMEHLVLKVLTFDL-306). C4 interacciona especificamente con el
complejo CDK2/ciclina A dando lugar la inactivaciéon del complejo, arresto
celular y disminucion de la proliferaciéon tumoral en diferentes lineas tumorales

(Gondeau et al, 2005).

En nuestro grupo se desarrolld, mediante quimica combinatoria, un programa
de identificaciéon de inhibidores del complejo CDK2/ciclina A, no dirigidos al
sitio de uni6on del ATP identificAndose un hexapéptido inhibidor (rwimyf-NH -
NBI1). NBI1 inhibié la actividad catalitica de los complejos CDK2/ciclina A
(IC50: 1.1 pm), CDK1/ciclina B1 (IC50: 2.9 um), y CDK6/ciclina D3 (IC50: 6.4
um) y se demostré que no se une al CRM y no compite con el sitio de unién de
ATP (Canela et al, 2006). Mediante modelado molecular se propuso que NBI1
se une a ciclina en una regién altamente conservada entre los aminoacidos 257
y 345, que comprende las hélices a3, a4, y 5. La presencia de NBI1 impediria
la correcta interaccién entre la ciclina y CDK (Fig. 1.9). Ademas, se disefié un
derivado con capacidad de permear células, mediante la fusién de NBI1 al
péptido TAT (YGRKKRRQRRRG - residuos 48-57 derivados de la proteina
“trans-activating transcriptional activator” del virus de la inmunodeficiencia
humana-1) (Canela et al, 2006; Wadia et al, 2004). TAT-NBI1 induce arresto
del ciclo celular, principalmente en la fase S, acompafiado por un aumento en la
poblaciéon sub-G1 en células tumorales que se puede correlacionar con la
inhibicién de la actividad CDK2-ciclina (Canela et al.,, 2006; Kirkland y McInnes,
2009; Orzaez et al., 2009).

El primer objetivo de este trabajo consistié en completar la caracterizacion del

mecanismo de accién de NBI-1 y TAT-NBI-1 tanto en estudios in vitro como en

sistemas celulares.
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Figura 1.9. Interaccion de NBI1 con el complejo CDK/ciclina A. A. Representa
la estructura de ciclina A en gris, el CRM en rojo y el sitio de unién de TAT-NBI1 en azul.

B, Representacion del complejo CDK2(violeta)/ciclina A (gris) y su interaccién con
TAT-NBI1 (figura tomada de (Canela et al, 2006).
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1.2 RESULTADOS

1.2.1. Caracterizacion de NBI1

La capacidad de inhibiciéon de complejos CDK/ciclina del péptido TAT-NBI1,
habia sido previamente caracterizada mostrando capacidad de inhibir los
complejos CDK2/ciclina A, CDK1/ciclina B, el complejo CDK6/ciclina D3 en
menor medida y mostrando valores de inhibicion muy limitados frente al
complejo CDK2/ciclina E (Canela et al, 2006). En este estudio se ampli6 la
caracterizacion del inhibidor TAT-NBI1, incluyendo nuevos complejos
CDK/ciclina en el panel de quinasas estudiadas frente a este péptido. Se analiz6
asf la capacidad de TAT-NBI1 de inhibir los complejos CDK5/p35; CDK7 /ciclina
H y CDK9/ciclina T1 (Tabla 1.4). Para ello se realiz6 un ensayo quinasa en los
servicios de la casa comercial CEREP. Este ensayo consisti6 en el uso de un
péptido modificado con una sonda de emisién (Uligth-CFFKNIVTPRTPPPSQGK-
amide) como sustrato para la caracterizacién de la actividad quinasa de los
complejos CDK/ciclina objeto de estudio. El inhibidor TAT-NBI1 es adicionado
a diferentes concentraciones e incubado con un anticuerpo antifosfopéptido
conjugado al fluoréforo europium. La intensidad de fluorescencia emitida por
la sonda peptidica es proporcional al nivel de sustrato fosforilado (ver apartado
5.1.2.1 de materiales y métodos). Los resultados mostraron que TAT-NBI1 fue
capaz de inhibir con IC50s de orden micromolar los complejos CDK5/p35 y
CDK7 /ciclina H, mientras que la actividad frente al complejo CDK9/ciclina T1
fue muy limitada (Tabla 1.4). La diferente capacidad de unidén a los distintos
complejos CDK/ciclina fue probablemente debida a la diferente estructura que
poseen las ciclinas en la regién de union el péptido, como ocurrié en el caso de

ciclina E en la que se describi6 que la ausencia del bolsillo hidrofébico
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responsable de la unién del péptido dificulta su interacciéon (Canela et al,

2006).

Tabla 1.4. TAT-NBI1 inhibe diferentes complejos CDK/ciclina
Complejo IC50 (uM)

CDK2/ciclina A 1
CDK1/ciclina B1 2
CDK5/ p35 7
CDK6/ciclina D3 6
CDK7/ciclina H 1
CDK9/ciclina T1 50
CDK2/ciclina E 51

1.2.2. Caracterizacion del sitio de union de TAT-NBI1

En estudios previos de modelado molecular, se habia propuesto la existencia de
2 cavidades en la estructura de ciclina A que podrian estar implicadas en la
interaccion con TAT-NBI1. En dichas cavidades se identificaron como residuos
importantes los siguientes: GIn228, Asn229 (hélice a3); Asn312, GIn313 (hélice
a6); Met334 (hélice a7) y Lys417 (en el extremo COOH-terminal) (Brown et al.,
1995). Para confirmar la intervencion de estos residuos, en el sitio de unién de
NBI1, se procedi6é a realizar mutagénesis dirigida de estas posiciones en la
proteina. Se realizaron para ello 2 mutantes triples de ciclina A2 humana en las
que los residuos clave para esta interaccion fueron sustituidos por alanina. En
el primer mutante denominado NQM se sustituyeron la Asn312, la GIn313 y la
Met334 por alanina y en el segundo mutante QNT se sustituyeron la GIn228, la

Asn229 yla Thr316 por alanina (Fig. 1.10).
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Figura 1.10. Mutagénesis dirigida de ciclina A2 humana. Estructura del
complejo CDK2/ciclina A en el que se resaltan en en color rojo los aminoacidos que
han sido en cada caso mutados a alanina. A -B. Mutante NQM. C-D. Mutante QNT.
En Ay C, el complejo CDK2 /ciclina A en presencia del inhibidor p27. En By D, la
estructura del complejo CDK2 /ciclina A en ausencia de su inhibidor natural. En azul
se presenta CDK2, en verde ciclina A, en marrdn p27.

Se procedié a la expresion y purificacion de ciclina A2 humana (Fig. 1.11 Ay B)
y de sus mutantes en Escherichia coli (E. coli). Sin embargo, el mutante QNT no
se consigui6 purificar a pesar de probar diferentes cepas de E. coli, diferentes
tiempos y temperaturas de induccién. Por el contrario, el mutante NQM se
expres6 y purificd (Fig. 1.11C y D) mediante cromatografia de afinidad de Ni-
agarosa gracias a la presencia de una cola de 6 Histidinas en la construccion

original.
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Figura 1.11. Expresion y purificaciéon de ciclina A. A. Purificaciéon por
afinidad en columna de Ni-agarosa de: A. ciclina A2 humana, C. Mutante NQM.
Purificacién por intercambio aniénico. B. Ciclina A2 humana, D. Mutante NQM. En
parte superior de cada grafica, se presenta un SDS-PAGE de la proteina tras su
purificacién por esta cromatografia.

Para determinar el correcto plegamiento tanto de ciclina A2 humana, como del
mutante NQM, se utilizé dicroismo circular (DC). Esta técnica espectroscépica,
provee informacion acerca de la estructura proteica secundaria, diferenciando
entre a-hélices, hojas f3, giros 3 y estructuras desordenadas (“random coil”). Asi
pues, las proteinas fueron analizadas por DC. La preparacién de las muestras y
los parametros utilizados se detallan en el apartado 5.1.2.3 de materiales y
métodos. Los resultados de los espectros de DC, mostraron la existencia de un
doble minimo a 222 nm y 208 nm, indicativo del plegamiento proteico en a-
hélice. El andlisis cuantitativo de estos datos utilizando el programa K2D3 de
prediccién de estructura secundaria a partir de datos generados mediante DC

corroboro estos resultados (Louis-Jeune et al., 2011) (Fig. 1.12A). Sin embargo
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la ciclina A2 humana y la ciclina mutante NQM, difieren ligeramente en su
espectro de dicroismo lo que nos indicé que la triple mutacion NQM podria

afectar al plegamiento global de la proteina.

Con el objetivo de determinar si los residuos mutados de la construccién NQM
eran relevantes para la interaccion de ciclina A con TAT-NBI1, se disefiaron
experimentos de anisotropia de fluorescencia. Esta técnica permite estudiar los
movimientos rotacionales de las moléculas Dado que los tiempos de
correlacién rotacional dependen del tamafio molecular se pueden estudiar
interacciones entre moléculas, ya que el tiempo de correlaciéon rotacional
aumenta cuando hay una interacciéon o formacién de complejos. Para llevar a
cabo estos experimentos, se sintetizé un derivado fluorescente de TAT-NBI1
(CF-TAT-NBI1), que posee una unién covalente entre el extremo N-terminal del
péptido y el fluoréforo 5-carboxifluoresceina. De este modo, se realizé un
ensayo de polarizacién de fluorescencia para analizar la capacidad de
interaccionar de dicho péptido con ciclina A2 humana y con su triple mutante
NQM. Para ello se incubé CF-TAT-NBI1 (60nM) con concentraciones crecientes
de las proteinas y se analizé la anisotropia de fluorescencia para cada uno de
las muestras segiin se detalla en el apartado 5.1.2.2 de materiales y métodos.
Las curvas de unién a CF-TAT-NBI1 muestran la interaccion diferencial del
péptido con ambas proteinas. Asi, se observa que mientras que la IC50 del
péptido en la unién a ciclina A2 humana es de 0.16 pM, la IC50 observada para
el mutante NMQ es de 8 pM (Fig. 1.12B). Este resultado, apoyaria los
resultados del modelado molecular que sitian el sitio de unién del péptido a
ciclina A en esta regién. Sin embargo, no podemos obviar el hecho de que
ambas proteinas presentan diferencias de partida en su estructura secundaria,

que pueden estar interfiriendo en los resultados de polarizacion.
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Figura 1.12. Caracterizacién de la ciclina A2 humana y del mutante NQM
de ciclina A2 humana. A. Determinacién de la estructura secundaria de las
proteinas por DC (3 uM de cada proteina en 20 mM tampoén fosfato a 25°C). Los
datos se muestran como (media * s.d. ; n=3). B. Capacidad de uniéon de CF-TAT-
NBI1 a ciclina A. CF-TAT-NBI1 (60nM) fue incubado a 302C durante 15 min con
concentraciones crecientes de ciclina A2 humana, o del triple mutante NQM. Los
cambios en anisotropia de fluorescencia se monitorizaron en un
espectrofluorimetro Victor 2 (maximo de absorciéon a 380 nm y un maximo de
emisién a 580 nm).

Para tratar de obtener resultados que de forma inequivoca nos situaran al
péptido en la superficie de ciclina A se intent6 cristalizar ciclina A2 humana (en
colaboracién con el Dr Alberto Marina del IBV-CSIC) en presencia y ausencia de
NBI1. Para ello, en primer lugar se trat6 de realizar la incubacion directa de
ciclina A2 humana con NBI1 con la intencién de purificar el complejo mediante
cromatografia y proceder a su cristalizaciéon. Sin embargo, esta unién indujo
agregacion de la proteina. Para tratar de solucionar este problema de
agregacion se tratd de adicionar un fragmento de la proteina inhibidora p21
(Ac-FYHSKRRLIFS-NH2 (Atkinson et al, 2002)) que proporciona estabilidad a
ciclina A2. Asi pues, se incub6 la proteina con ambos péptidos en relacion
molar 1:2.5:2.5 ciclina A2 humana, NBI1 y p21, respectivamente. Para llevar a
cabo la purificacién del complejo, se utilizé una columna de cromatografia de
exclusion molecular superdex 200. Se obtuvo de esta forma un complejo
soluble entre ciclina A humana, NBI1 y p21, que fueron identificados en el

mismo pico cromatografico mediante espectrometria de masas (Fig. 1.14A).
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Dicho complejo fue sometido a procesos de cristalizaciéon en tampén 20 mM de
Tris pH 8.0, 200 mM NacCl, 3 mM KCl y 5% de glicerol. Sin embargo, no se
consiguieron cristales estables del complejo que permitieran realizar los

estudios de difraccion de rayos X.

La comparacion de la estructura de la ciclina A2 humana en el complejo
CDK2/ciclina A2 (Jeffrey et al, 1995), con la estructura cristalina de ciclina A3
bovina (Brown et al, 1995), revela que no hay cambios estructurales
significativos entre las formas libre y unida a CDK2 de ciclina A. Se ha descrito
que la ciclina A3 bovina es mas estable que ciclina A2 en ausencia de CDKs. Se
procedid a intentar la cristalizacidon de ciclina A3 en presencia y ausencia de
NBI1. Para la cristalizacion de ciclina A3 bovina se utiliz6 la regién de
aminoacidos 171-432, eliminando el N-terminal de la ciclina en donde se sitda
la caja de destruccion, la cual es requerida para degradaciéon mediada por la
ubiquitinacién. Se ha descrito que con esta construccién se evita la protedlisis
de la muestra y por tanto se favorece la formacion de cristales (Brown et al.,
1995). Para ello, se expresé ciclina A3 bovina en E. coli. como se describe en el
apartado 5.2.2.1(c) de materiales y métodos y se purific6 mediante

cromatografia de afinidad de Ni-agarosa e intercambio iénico (Fig. 1.13).
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Figura 1.13. Expresion y purificacion de ciclina A3 bovina. A Purificacion
de ciclina A3 bovina por A. Cromatografia de afinidad en columna de Ni-agarosa. B.
Purificacién por cromatografia de intercambio aniénico. En la parte superior de
cada grafica, se presenta un SDS-PAGE de la proteina tras su purificacién por esta
cromatografia.

40



Inhibidores sintéticos (farmacolégicos) del ciclo celular

El primer objetivo fue cristalizar ciclina segiin el método descrito por Brown y
colaboradores (Brown et al.,, 1995) y proceder a incubar el cristal con NBI1, sin
embargo no se consigui6 la obtencidn de cristales estables. Por ello, el segundo
objetivo consisti6 en la purificacién del complejo ciclina A3 bovina/NBI1 y su
posterior cristalizacion. Tras incubar ciclina A3 bovina (160 pM) en presencia
de péptido liofilizado en relacién molar 1:1 durante 30 minutos a 37°C se
purificé el complejo ciclina A3/NBI1 mediante una columna de cromatografia
de exclusion molecular superdex 200. Por espectrometria de masas se detectd
la presencia del péptido NBI1 en el pico de exclusién correspondiente a ciclina
A3 (Fig. 1.14B), indicando que el complejo se habia formado. Sin embargo, no

se consiguié cristalizar.
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Figura 1.14. Caracterizacion del complejo ciclina y NBI1. Espectrometria de
masas del complejo formado por A. ciclina A2 humana, NBI1 (peso molecular: 914 Da)
y p21 (peso molecular: 1491 Da). Se muestran los resultados de los espectros de masas
de los péptidos obtenidos en el mismo pico cromatografico de ciclina A2. B. ciclina A3
bovina y NBI1. Se muestran los resultados de los espectros de masas del péptido
obtenidos en el mismo pico cromatografico de ciclina A3.

1.2.3. TAT-NBI1 induce muerte celular en un panel amplio

de lineas celulares

Con el fin de determinar el espectro de acciéon de TAT-NBI1 se traté de ampliar

el panel de lineas celulares tumorales sobre las que se estudi6 el efecto del
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compuesto. Para ello, se analizd la viabilidad de diferentes lineas celulares
tumorales, tras tratarlas con diferentes dosis de TAT-NBI1. Las lineas
tumorales utilizadas fueron: HL-60 de leucemia promielitica humana; Jurkat,
linfocitos T de leucemia linfoide aguda; Saos-2, osteoblastos derivados de un
osteosarcoma primario; A549, derivadas de cancer de pulmén de célula no
pequefia y MCF-7, MDA-MB-468 y SKBr-3 de cancer de mama. Se incluyé
también el estudio una linea de fibroblastos humanos con el fin de determinar

la especificidad de los compuestos frente a lineas no tumorales.

Se estudio la viabilidad celular después de 24 horas de tratamiento con TAT-
NBI1 utilizando ensayos de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide). Se analizaron 8 concentraciones diferentes,
para cada una de las lineas celulares por triplicado, obteniéndose una curva de
dosis respuesta para cada caso. Esto nos permiti6 el calculo de la IC50
(concentracién de TAT-NBI1 a la que la viabilidad celular se reduce al 50%)
para las diferentes lineas tumorales que se muestra en la Tabla 1.5. Los
resultados revelaron que TAT-NBI1 fue capaz de inducir muerte celular de
forma dependiente de dosis en un amplio panel de lineas tumorales, mostrando
IC50s en el rango de 10-20 pM. La IC50 determinada para fibroblastos
humanos, fue 4 veces superior a la determinada para el resto de lineas
tumorales (81 uM) (Tabla 1.5), dejando abierta la posibilidad de existencia de

una ventana terapéutica para el tratamiento tumoral.
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Tabla 1.5. IC50 de TAT-NBI1 en diferentes lineas celulares
TAT-NBI1 IC50 (uM)

Linea celular Tipo de Tumor

MTT TB
He60  leuwcemia 15 15
Jurkat Leucemia de celulas T 17 14
Saos-2 Osteosarcoma 10 13
MCE-7 Adenocarcinoma de 11 10
MDA-MB-468 Adenocarcinoma de 15 17
SKBr-3 Adenocarcinoma de 10 11
A549 Carcinoma de pulmén 18 20
Fibroblastos No tumoral 81 nd

nd: no determinado.

Para comprender el mecanismo de accién de TAT-NBI1 en el contexto celular se
estudié con mas detalle el mecanismo de internalizaciéon y la localizacion
subcelular de TAT-NBI1 en la linea tumoral de osteosarcoma Saos-2. Para ello,
estas células fueron incubadas con CF-TAT-NBI1 (25 pM) durante 2 h, y la
internalizacion del péptido fue analizada mediante microscopia confocal in
vivo. Las imagenes de microscopia mostraron que el farmaco es interiorizado
por la célula y alcanza el nucleo (Fig. 1.15A), dénde posiblemente se une al

complejo CDK/ciclina para ejercer su funcion.

Por otra parte, los estudios en otras lineas celulares mostraban que el
mecanismo de muerte celular inducido por TAT-NBI1 era apoptosis (Canela et
al, 2006). La liberacion de citocromo ¢ mitocondrial es uno de los pasos que
conducen a la célula a muerte por apoptosis. Por ello, y para confirmar que en
Saos-2 el mecanismo de muerte era también éste, se estudi6 mediante
inmunocitoquimica la localizacién de citocromo c tras el tratamiento con TAT-
NBI1. En estos estudios se observé la aparicion de una poblacién celular que
libera el citocromo c al citosol tras 24 horas de tratamiento (TAT-NBI1 - 10
pM))(Fig. 1.15B), indicando que el mecanismo de muerte ocurre por apoptosis

también en esta linea celular.
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Figura 1.15. TAT-NBI1 se internaliza en las células e induce apoptosis. A.
Imagen de microscopia confocal in vivo de células Saos-2 incubadas 2 horas con CF-
TAT-NBI1 (5 puM). Se observa una localizacion nuclear del compuesto. B. Imagen de
microscopia confocal de una inmunocitoquimica de células Saos-2 incubadas 24
horas con TAT-NBI1 (10 uM). TAT-NBI1 induce la liberacién de citocromo c (Cit c) al
citosol (verde). En la imagen se muestra la morfologia nuclear mediante marcaje
con DAPI (azul).

Para confirmar este dato, se analiz6 la exposicidn de PS, a través del estudio de
sus niveles celulares marcados con anexina-V (AnnV), una proteina que se une
especificamente al fosfolipido PS. La PS se encuentra en la cara interna de la
membrana plasmatica y es expuesta en la cara externa de dicha membrana
cuando comienza el proceso de apoptosis (AnnV+). Simultaneamente, se midi6
la incorporacion de yoduro de propidio (PI), un agente intercalante de DNA que
se incorpora en las células después de la aparicidon de dafios de la membrana
celular (PI+). Por lo tanto, la combinacion de la tinciéon de células AnnV y PI
puede ser utilizada para distinguir la muerte celular apoptética y necroética. Las

lineas celulares, HL60, Jurkat y Saos-2, fueron tratadas con diferentes
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concentraciones de TAT-NBI1 (10 y 50 pM) durante 24 horas y, después del
marcaje con AnnV y PI analizadas por citometria de flujo. Los resultados
muestran la aparicién de poblaciones celulares AnnV+ en todas las lineas
estudiadas, indicando de nuevo, que el mecanismo de induccién de muerte

provocada por el tratamiento con TAT-NBI1 es apoptosis (Fig. 1.16).
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Figura 1.16. TAT-NBI1 induce muerte por apoptosis en diferentes lineas
celulares. Exposicion de fosfatidilserina por marcaje con AnnV/PI tras 24 horas
con TAT-NBI1 a las concentraciones indicadas en las lineas celulares Saos-2, HL60 y
Jurkat. Los datos representan la media * s.d. de tres experimentos independientes.
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1.2.4. Internalizacion de NBI1 mediante liposomas

El hexapéptido activo NBI1 presentaba actividad inhibitoria in vitro en ensayos
de actividad quinasa de complejos CDK/ciclina. Sin embargo, para su
internalizacion en células hubo que sintetizarlo fusionado a la secuencia TAT.
El péptido TAT-NBI1 posee un peso molecular demasiado elevado que
dificultaria determinadas aplicaciones farmacolégicas. Se analizaron métodos
alternativos de internalizaciéon del péptido activo NBI1 en ausencia de la
secuencia TAT. Para ello, se utiliz6 como estrategia el encapsulamiento de NBI1
en liposomas (LP-NBI1) que actuarian como vehiculo para dirigir al péptido al
interior celular. Los liposomas son vesiculas microscépicas formadas por una
bicapa lipidica con la parte apolar orientada hacia el centro de la molécula,
(donde puede contener algtn principio activo) y las cabezas polares orientadas
hacia el exterior de la estructura. Los liposomas se clasifican segiin su tamafio y
numero de bicapas en: los multilamelares, que tienen un tamafio entre 0.1-10
um y poseen maultiples compartimentos acuosos concéntricos; y los
unilamelares que tienen un tamafio menor a 500 nm y poseen un
compartimento central polar y una sola bicapa lipidica (Chatterjee y Banerijee,
2002). La composicion lipidica de los liposomas unilamelares utilizados en el
presente trabajo, como vehiculo del hexapéptido NBI1, constaron de
fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol y colesterol en proporcién 3:2:1 (Fig. 1.17 A) y

se prepararon segun se describe en el apartado 5.1.2.5 de materiales y métodos.

Se determiné el efecto citotoxico del péptido encapsulado en liposomas sobre
lineas tumorales en las que TAT-NBI1 habia mostrado actividad. Para ello, las
células fueron tratadas con 8 concentraciones diferentes de LP-NBI1 (entre 0.1
y 50 UM) durante 24 horas y la viabilidad celular se analizé por MTT,
obteniéndose las correspondientes curvas de dosis respuesta que nos
permitieron calcular la IC50 del complejo liposoma-péptido. Los resultados

que se muestran en la Fig. 1.17B, indicaron que LP-NBI1 es capaz de inducir
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muerte en distintas lineas celulares del mismo modo que lo hace TAT-NBI1. Sin
embargo, en algunas de ellas, especialmente en aquellas que crecen en
suspension, los IC50s son superiores a los obtenidos para TAT-NBI1. La
dificultad de internalizar compuestos mediante el uso de liposomas en estos
tipos celulares ha sido también descrita para los sistemas habituales de
transfeccién de DNA (Nguyen et al, 2007; Tran et al, 2009). De modo que la
mayor IC50 observada puede ser reflejo de una menor dosis efectiva en el
interior celular. La caracterizaciéon de la carga peptidica en los liposomas es
otro parametro a optimizar, que puede influir en la concentracién efectiva del
farmaco. En el laboratorio se sigue trabajando en la mejora y estandarizacion
de estrategias que permitan trabajar con el NBI1 en ausencia de la secuencia

TAT.

A
Linea celular Tipo Tumoral Lﬂlm
TAT-NBI1 NBI1-LIPO
MDA-MB-468 Adenocarcinoma de mama 15 27
MCF-7 Adenocarcinoma de mama 11 13
.“,‘\‘. HL60 Leucemi.a Promiocitica 15 81
Jurkat Leucemia de celulas T 17 40

Figura 1.17. NBI1 puede ser internalizado por liposomas. A. Esquema de la
formacion de liposomas con NBI1. B. IC50 de LP-NBI1 en diferentes lineas celulares
tumorales obtenido por MTT tras 24 horas de tratamiento.
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1.3. DISCUSION

La activacion de CDKs mediante su asociacion con ciclinas es fundamental para
el control de la progresién del ciclo celular. Estas quinasas se encuentran
frecuentemente sobreexpresadas y sus reguladores muestran bajos niveles de
expresion, en procesos tumorales. El desarrollo de nuevos agentes sintéticos
que puedan restaurar las funciones alteradas de las proteinas supresoras de
tumores, es uno de los objetivos centrales en la investigacion del cancer. Por lo
tanto, la regulacion de la actividad de los complejos CDK/ciclina se considera
una diana terapéutica de interés. En este contexto, se han desarrollado
inhibidores, la mayoria de los cuales compiten por el sitio de unién al ATP de
las CDKs. Muchos de ellos han demostrado tener efecto antiproliferativo, sin
embargo, el mecanismo de inhibicion de estas moléculas afecta a regiones muy
conservadas en las quinasas celulares lo que los hace poco especificos y augura
la aparicién de efectos secundarios. Es por ello, que la busqueda de inhibidores
especificos de estos complejos continla siendo un campo activo de

investigacion (Bach et al., 2005; Lowe et al., 2002).

Para explorar la busqueda de inhibidores alternativos del complejo CDK/ciclina
se inici6 una campafia de cribado de péptidos bioactivos capaces de ejercer
dicha inhibicion sin afectar al sitio de unién de ATP, ni al CRM (Canela et al.,
2006). Se selecciond NBI1 (rwimyf-NH2), para el que se propuso como
mecanismo de accion la capacidad de alterar la conformacién de algunos
complejos CDK/ciclina mediante su unién a una hendidura en la superficie de
ciclina (Canela et al., 2006). En este trabajo se han aportado datos basados en

estudios de polarizacion de fluorescencia utilizando el triple mutante NMQ de
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ciclina A frente al cual aumenta la IC50 de TAT-NBI1 sugiriendo una menor
afinidad. Por tanto, las mutaciones en la hendidura de ciclina A afectan a la
unién del péptido y por tanto refuerzan la hipétesis de partida. Los estudios de
cocristalizacién de ciclina A con NBI1 han resultado infructuosos aunque
seguimos trabajando para tratar de obtener cristales y confirmar de este modo
el sitio de unién del péptido. En el contexto celular, la adicién de la secuencia
TAT, facilita la internalizacion del hexapéptido que, de esta forma, es capaz de
alcanzar el nucleo e inducir muerte celular por apoptosis en diversas lineas
celulares de tumores muy variados (Fig. 1.16, Tabla 1.5 y Fig. 1.18). Asi, TAT-
NBI1 podria ser una nueva clase de inhibidor del complejos CDK/ciclina,
teniendo como ventaja, que su mecanismo de inhibicién se debe a la unién a
ciclina y no a la CDK, lo que podria representar una mejora en selectividad

frente a quinasas no relacionadas.

Por otra parte, y en vistas a un posible desarrollo como farmaco, se exploré la
internalizacion del péptido independiente de la secuencia TAT, mostrando que
la internalizacién mediada por liposomas es posible y que el péptido mantiene
su actividad (Fig. 1.17 y Fig. 1.18). A pesar de que en la actualidad no existe
ningun farmaco inhibidor de CDKs aprobado por la FDA, numerosos ensayos
clinicos para el tratamiento de tumores muy diversos se encuentran en marcha
con este tipo de inhibidores. Las empresas farmacéuticas siguen tratando de
mejorar la selectividad de estos farmacos para evitar efectos adversos no
controlados. La busqueda de sitios alternativos al lugar de uniéon de ATP es una
alternativa razonable para mejorar la selectividad y en este sentido, NBI1
ofrece un nuevo sitio de unién que permite la desestabilizaciéon del complejo
CDK/ciclina y por tanto, su inactivacion, sin afectar al centro activo del enzima
posiblemente, evitando o disminuyendo los efectos secundarios de los

inhibidores de CDKs actuales.
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|

APOPTOSIS

Figura 1.18. Esquema del modelo de activacion de apoptosis tras el
tratamiento con TAT-NBI1 o LP-NBI1. El tratamiento con TAT-NBI1 induce la
activacioén de la via intrinseca de apoptosis.
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Introduccién EGFR

2.1. INTRODUCCION

2.1.1. EGFR

El crecimiento y el desarrollo de células tumorales ocurre a través de
multiples eventos genéticos que causan cambios fundamentales en los
mecanismos reguladores de diferenciacion, proliferacién, supervivencia y
movilidad celular. La activacién del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), contribuye a la supervivencia celular y su desregulacién
se ha visto implicada en la transformacion de células tumorales (Arteaga,
2011). La familia ErbB o del EGFR estd formada por cuatro receptores con
actividad tirosina quinasa estructuralmente relacionados;
EGFR/ErbB1/HER1; ErbB2/HER2/Neu; ErbB3/HER3; y ErbB4/HER4 (Riese y
Stern, 1998). Los EGFRs son glicoproteinas de membrana, que constan de un
dominio extracelular, un dominio transmembrana hidréfobico y un dominio
intracelular catalitico con actividad tirosina quinasa (TKD) (Fig. 2.1). Entre
los agonistas del EGFR se incluyen, entre otros, el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a) y el
factor de crecimiento de unién a la heparina (HB-EGF). Estos agonistas se
expresan como proteinas integrales de membrana y se escinden tras el
procesamiento mediado por metaloproteinasas que los liberan como ligandos
solubles (Wilson et al, 2009). Tras la unién de los ligandos al dominio
extracelular de los EGFRs, estos homo o heterodimerizan. La dimerizacién
desencadena la actividad tirosina quinasa del receptor lo que permite su
autofosforilacién, provocando el reclutamiento y fosforilacion de varios
sustratos intracelulares, que desencadenan la activacion de vias de
sefalizacion tales como la ruta de RAS (“retrovirus-associated DNA

sequences”), de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK), de la

54



Introduccion EGFR

proteina quinasa SRC, del transductor de sefiales y activador de la
transcripcion (STAT 5/3), de la fosfolipasa C (PLC y), de la proteina quinasa C
(PKC), o de las fosfoinositol 3-quinasas (PI3-K).

El EGFR se internaliza al nucleo y participa en el control de la proliferaciéon
celular, la replicacién, reparacion del DNA (Wang et al., 2006) y regulaciéon
transcripcional de genes tales como: ciclina D1 (Diehl, 2002; Lin et al., 2001),
la oxido nitrico sintasa (iNOS) (Lo et al., 2005), el oncogen B de mielobrastosis
(B-MYB) (Hanada et al, 2006), aurora quinasa A (Aurora-A) (Hung et al,
2008), la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Lo et al, 2010), el oncogén mielomatosis
celular (c-MYC) (Jaganathan et al., 2011) y la proteina de resistencia de cdncer
de mama (BCRP) (Brand et al, 2011; Huang et al, 2011; Wang y Hung, 2012).
La aparicion de EGFR en el ntcleo se asocia con un mal prondstico clinico en
diversos tipos de cancer, incluyendo cancer de mama, cancer de ovario y
carcinoma de células escamosas de la orofaringe y es6fago (Lo, 2010; Lo et al.,
2005). Bajo condiciones celulares normales, esta familia de receptores se
encarga de la regulacion de procesos de proliferacién celular, diferenciacion,
transcripcidn, motilidad y apoptosis. Sin embargo, en condiciones patolégicas
su sobreexpresion se ha asociado al desarrollo de angiogénesis, procesos
tumorogénicos y metastasis. Por otra parte, la carencia de estos receptores
conduce a la aparicion de procesos neurodegenerativos, tales como esclerosis

multiple o Alzheimer (Lemmon, 2009).

2.1.1.1. Inhibidores de EGFR

La implicacion de la activacion descontrolada de los receptores de EGFR, en el

desarrollo de procesos cancerigenos, ha determinado una intensa buisqueda

de inhibidores para este tipo de receptores.
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A B
-, MAbs

Dominio
Extracelular
Dominio
Transmembranal

Dominio EGFR-TKI
Intracelular

Migracion, adhesién,
Supervivencia Invasién, metastasis

Angiogenesis
Proliferacién Apoptosis

Figura 2.1. Estructura de los receptores EGFR y mecanismos de
inhibicion. A. Los ligandos del EGFR se unen al dominio extracelular del EGFR,
inducen la dimerizacién del receptor y activan las vias de sefalizacién cruciales
para la supervivencia y proliferacion celular. B. Inhibidores del EGFR. Los MAbs,
impiden la unién del ligando al dominio extracelular del EGFR. Mientras que los
EGFR-TKI, se unen al dominio intracelular, bloqueando la actividad tirosina
quinasa. La inhibicién bloquea las vias de sefializacién mediadas por el EGFR.

Dos clases de inhibidores de EGFR estin actualmente en uso clinico:
anticuerpos monoclonales (MAbs) que se dirigen al dominio extracelular de la
region de union al ligando como cetuximab, (Erbitux®) (Fan et al, 1994),
trastuzumab (Herceptin®- anti-HER2), pertuzumab, (anti-HER2) (Saxena y
Dwivedi, 2012)) y moléculas organicas de bajo peso molecular que inhiben la
actividad tirosina quinasa del receptor intracelular (TKIs) tales como gefitinib
(Iressa®), erlotinib (Tarceva®), lapatinib (GW572016, Tykerb®), canertinib
(C11033) y HKI-272 (Visentin et al, 2010). Las dos clases de inhibidores

impiden la autofosforilacién y por tanto, la activacion de las vias de

56



Introduccion EGFR

sefializacion reguladas por EFGR (Fig. 2.1). A pesar de los evidentes avances
alcanzados mediante el tratamiento con inhibidores de EGFR, es bastante
comun la aparicion de resistencias a este tipo de fairmacos. Algunos tumores
parecen ser resistentes a estos farmacos de manera intrinseca mientras que
otros que inicialmente responden, adquieren con frecuencia, resistencia
aproximadamente 10 meses desde el inicio del tratamiento (Zahorowska et

al,, 2009).

2.1.1.1.1. Anticuerpos monoclonales inhibidores de EGFR (MAbs)

La actividad antitumoral de los inhibidores MAbs (Tabla 2.1) se atribuye no
s6lo a la inhibicién de la sefializacion mediada por EGFRs, sino también al
aumento de internalizacién y degradacion del receptor que se produce tras la
union del MAb. Ademas, en determinados isotipos, se ha demostrado que la
fijaciéon del MAb sobre el EGFR de la superficie de la célula neoplasica provoca
que ésta se convierta en objetivo de las células efectoras inmunitarias
citotoxicas tales como linfocitos asesinos naturales (NK, “Natural Killer”) o
macrofagos, induciendo asi citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) (Gerber, 2008; Lammerts van Bueren et al., 2006). Uno de los MAbs
mas estudiados ha sido cetuximab, un anticuerpo monoclonal (Ig G1)
quimérico (ratéon-humano). La unién de cetuximab al EGFR es irreversible y
facilita la internalizacién del receptor y su posterior degradacion. Este
bloqueo induce arresto del ciclo celular, aumento de p27 e inhibicién del
crecimiento tumoral (Saxena y Dwivedi, 2012). Se administra por via
intravenosa y estd aprobado por la FDA (US Food and Drug Administration)
para el tratamiento de cancer metastasico de cabeza y cuello (HNSCC) y

cancer colorectal.

La resistencia de diferentes tipos de cancer a MAbs es debida, con frecuencia,

a la aparicién de una mutacion en el gen que codifica para EGFR, que afecta al
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sitio de unién del MAbs. Aunque otro de los mecanismos de resistencia es la
aparicion de mutaciones en la familia de los protooncogenes RAS (K-RAS y N-
RAS) y en el gen B-RAF, de forma que se activa la cascada de RAS-RAF-MEK-
ERK, de forma independiente de EGFR (Montagut et al., 2012) (Fig. 2.1).

Tabla 2.1. MAbs inhibidores de la familia ErbB

Mecanismo

de Accion Fase Clinica

Efectos adversos

Farmacéutica

Fiebre, escalofrios, rigidez,

APREERCID PEr (R (LS, FRE urticaria, rash, hipotension,

. . Inhbidor anti-  cancer colorectal, cabeza .
Cetuximab (Erbitux) ! v broncoespasmos, angioedema, ImClone LLC
EGFR cuello. Fase Il para cancer de o
mareo, anafilaxia, y paro
mama. .
cardiaco.
Aprobado por la FDA, para Fatiga, deterioro general, dolor
. - Inhibidor Anti-  cancer colorectal, cabeza abdominal
Panitumumab (Vectibix) ! v i A N Amgen
EGFR cuello. Fase Il para cancer de nauseas, diarrea, e irritacién
mama. ocular.
Fase Il y Ill de cancer colorectal .
- . .. Deterioro general, dolor
. Inhibidor Anti  metastasico, cancer de mama R
Pertuzumab (Omnitarg) L abdominal Genentech
HER-2 HER2+, en combinacidn con . .
nauseas, diarrea, mareo.
otros Mabs.
Aprobado por la FDA, para
) Inhibidor Anti " P bl o
Trastuzumab (Herceptin) HER-2 cancer de mama HER2+, Disfuncidn cardiaca Genentech

adenocarcinoma de estomago

2.1.1.1.2. Inhibidores de la actividad tirosina quinasa del EGFR (EGFR-
TKI)

Existen varios inhibidores de la actividad tirosina quinasa (TKI) de los
receptores de la familia ErbB en desarrollo clinico (Tabla 2.2). Los TKI tienen
varias ventajas sobre los MAbs. En primer lugar, son administrados por via
oral y son mejor tolerados por los pacientes. En segundo lugar, su bajo peso
molecular permite que el fArmaco alcance el sistema nervioso central. Por
ultimo, ya que los dominios quinasa se encuentran muy conservados entre los
miembros de la familia ErbB, algunos inhibidores pueden inactivar a los

distintos receptores de forma simultanea (Ekstrand et al., 1994).
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Tabla 2.2. Inhibidores de EGFR-TKI

EGFR-TKI Estructura

Mecanismo de

Fase Clinica

Efectos adversos

Farmacéutica

Accién
A2 Ny Inhibid Aprobad la FDA
N 1 ol |'or pro é o porfa . para Fatiga, nduseas, vomitos, Astrazeneca uk
Gefitinib (Iressa) I/\Nf\/\o e reversible de tratamiento de cancer de diarrea v mielosupresion. ltd
ot HN\@[C‘ EGFR pulmoén. v [P
F
ﬁm, Inhibidor Aproba!do porla l?DA el D_larrea,lerupc_lones enla Smithkline
. Byt . . tratamiento de cancer piel; estd asociado a una
Lapatinib (Tykerb)  ¢o %/ HA Gl irrevesible de o X beecham corp
S T‘f‘[ ¢ EGFRy HER2 avanzado de mama baja incidencia de laxosmithkline
2045055 o 1:]’ v . HER2+. cardiotoxicidad. ¢
Fue Aprobado como
\O/\/O & N\j monoterapia por la FDA
[ Inhibidor para el tratamiento de Erupcion cutanea,

. /0\//\0 x =N
Erlotinib (Tarceva) |

HCI HNO/\

osl

cancer avanzado de q
Pharmaceuticals

pulmén no microcitico y
céncer avanzado de
pancreas.

reversible de
EGFR

diarrea, astenia, nduseas
y vémito.

a) Gefitinib, es un inhibidor selectivo y reversible de la tirosina quinasa del
EGFR. Invitro, puede unirse a otros miembros de la familia ErbB, a dosis bajas
es citostatico, pero en dosis mas altas inhibe la proliferacion celular e induce
la apoptosis. Gefitinib, esta aprobado por la FDA para tratamiento de cancer
de pulmén. Ha sido evaluado en un estudio en fase II, combinado con
docetaxel, en pacientes de cancer de mama con metdastasis, aunque el estudio
fue suspendido por la toxicidad del tratamiento (von Minckwitz et al., 2005).

Con el fin de mejorar su eficacia antitumoral, se ha combinado con

quimioterapia o radioterapia con buenos resultados (Fu et al., 2012).

b) Lapatinib, es un inhibidor dual, inhibe la actividad tirosina quinasa del
EGFR y HER-2. Ha mostrado actividad en diferentes lineas celulares
metastasicas y en cancer de mama avanzados. Lapatinib se administra
oralmente y es bien tolerado por los pacientes como monoterapia (Chu y Lu,
2008). Fue aprobado por la FDA para su uso con capecitabine (Xeloda®) para
el tratamiento de cancer avanzado de mama HER2+. La combinacién mostr6
una reduccién del 51% en el riesgo de progresion de la enfermedad (Cella et

al, 2011). La combinaciéon de lapatinib y trastuzumab ha demostrado tener
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efecto antitumoral sinérgico en lineas celulares que expresan HER2, y estos
resultados han sido confirmados en la practica clinica en el tratamiento de

cancer avanzado de mama HER2 (Wu et al, 2011).

c) Erlotinib, es un EGFR-TKI reversible y selectivo, muestra actividad
antitumoral en varias lineas celulares de cancer de pulmén (Yamasaki et al.,
2007) y en modelos de xenoinjertos (Fleming et al, 2008). Erlotinib fue
aprobado como monoterapia por la FDA para el tratamiento de cancer
avanzado de pulmén no microcitico (NSCLC) y en combinacién con
gemcitabine para el tratamiento de cancer avanzado de pancreas. Existen
diferentes estudios en fases I y Il en combinacién con trastuzumab (Britten et
al, 2009), docetaxel (Samelis et al., 2011), bevacizumab (inhibidor del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en pacientes con cancer de pulmoén,
cancer de pancreas metastasico y carcinoma hepatocelular avanzado (Yau et
al, 2012).

La segunda generacion de TKI dirigidos contra EGFR, forman un enlace
covalente irreversible en el dominio de unién a ATP. Entre ellos encontramos
canertinib (CI-1033, anti EGFR, HER-2 y HER4)(Rixe et al., 2009), neratinib
(HKI-272, anti EGFR, HER-2 y HER-4) (Sequist et al, 2010), afatinib (BIBW
2992, anti EGFR y HER-2) (Miller et al.,, 2012), y dacomitinib (PF-00299804,
anti HER-1, HER-2 y HER-4) (Takahashi et al., 2012). Estan en fase clinica [l y

I1I en modelos de NSCLC que han presentado resistencia a otros TKI.

Entre los mecanismos de inducciéon de resistencia a los EGFR-TKI, se ha
identificado que en aproximadamente el 50% de los tumores de NSCLC (Suda
et al, 2009) resistentes al tratamiento aparece una mutacién en el TKD del
gen EGFR que provoca la sustitucion en Met790 por treonina (Pao et al,
2005). Dicha sustitucién aumenta la afinidad del EGFR por el ATP,

disminuyendo su unién al fairmaco. La apariciéon de mutaciones en las vias
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paralelas de sefializacién tales como VEGF o el factor de crecimiento
semejante a la insulina 1 (IGF-1R) puede a su vez contribuir al desarrollo de
resistencia a TKIs (Engelman et al., 2007; Nguyen et al., 2009). La resistencia
de determinados tipos de cadncer de mama a los inhibidores de EGFR se ha
relacionado también con la deslocalizacién del inhibidor endégeno de CDK,
p27 (Wu et al, 2006; Yamasaki et al, 2007). En este contexto el desarrollo de
terapias combinadas podria revertir la resistencia a estos farmacos y
disminuir los efectos secundarios. En este estudio se propone la combinacién
de un EFGR-TKI (erlotinib) con un inhibidor de los complejos CDK/ciclina
(TAT-NBI1) con el objetivo de provocar la induccién de muerte de lineas

tumorales, resistentes a erlotinib.
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2.1.2. MECANISMOS DE MUERTE CELULAR

La muerte de una célula se puede producir a través de diversos mecanismos
moleculares, morfolégica y funcionalmente diferenciables. En el tratamiento
de tumores es importante comprender las rutas involucradas en la inducciéon
de muerte celular para poder detectar con facilidad los factores responsables
de la generacién de resistencias. Durante los ultimos afios se han
incrementado los esfuerzos para entender las diversas rutas que conducen a
la célula a la muerte, de modo que se han descrito diferentes tipos de muerte
celular que se resumen en la Tabla 2.3. En el presente trabajo nos
centraremos principalmente en el estudio de los mecanismos de muerte

mediados por apoptosis y necroptosis (Fig. 2.2).
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Tabla 2.3. Clasificacion de los diferentes modelos de muerte celular
(Galluzzi et al, 2012)

Dependiente de

Tipo de muerte celular Caracteristicas Mecanismo de inhibicion

* Disminucién de EGFR
* Inhibicion de la sefializacién de ERK1

caspasas

* Sobreexpresion de BCL-2

Anoikis * Pérdida funcional de B1 integrina ++
e, B”'a & * Administracion de Z-VAD-fmk
* Activacién de caspasa-3 (-6,-7)
* inhibi PS34
. * Lipidacién de MAP1LC3 mh! 'd'o'rde V,S.3 i
Muerte celular por autofagia * Degradacion de SQSTM1 = * Inhibicion genética de Beclin 1, AMBRA1,
E ATG5, ATG7, ATG12
Apoptosis L.
Mitocondrial/intrinseca ° e ++ © AR R EEL2
e (G EED * Activacion de caspasas * Administracion de Z-VAD-fmk
Apoptosis T . e
Lib d t t b IMS; a
mitocondrial/intrinseca ! r?:r?c_u’:n N A emem _rana (M) - * Sobreexpresion de BCL-2
N " * Inhibicién de la cadena respiratoria
inpendiente de caspasas
Cornificacién * Activacion de transglutaminasas . * Inhibicién genética de TG1, TG3M, TG5 6
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2.1.2.1. Apoptosis

El primero en describir los procesos de muerte celular fue el patélogo aleman
Virchow en 1858 (revisado en (Nurse, 2000)), quién basandose en
pardmetros macroscopicos, defini6 términos como degeneracion,
mortificacion y necrosis. En 1964, Richard A. Lockshin y Carroll Williams
introdujeron el concepto de muerte celular programada (revisado en
(Lockshin y Zakeri, 2001)). Pero no fue hasta 1972, cuando John F. Kerr,
Andrew H. Wyllie y Alastair R. Currie, implantaron el término apoptosis
(Taylor et al, 2008). Este término evoca la caida de las hojas desde los
arboles en otofio o la de los pétalos de las flores, para diferenciar la muerte
que ocurre de forma natural o fisioldgica durante el desarrollo, de la muerte

por necrosis.

La muerte celular programada o apoptosis (PCD, “Programmed cell-death”)
juega un papel importante durante el desarrollo, la homeostasis de los tejidos
y la eliminacion de las células dafiadas. La apoptosis se define como un
conjunto de reacciones bioquimicas y cambios morfolégicos, que tienen lugar
en la célula y contribuyen a su muerte celular de una forma ordenada. Las
caracteristicas que definen una célula apoptdtica son (i) la activaciéon de una
familia de proteasas de cisteina denominada caspasas (“cysteine aspartyl-
specific proteases”); (ii) la condensacion de la cromatina; (iii) la activacién de
endonucleasas que provocan la fragmentacion del DNA; (iv) dilatacién del
reticulo endoplasmatico que origina la formacién de vesiculas que tienden a
unirse a la membrana plasmatica adquiriendo una forma caracteristica en
burbujas (“blebs”); (v) deshidratacion celular que conduce a su contraccién;
(vi) fragmentacion nuclear y citoplasmatica, que resulta en la formacién de los
denominados cuerpos apoptdticos; (vii) exposicion de marcadores de
fagocitosis en la superficie celular de cuerpos apoptéticos, como la

fosfatidilserina (PS) (Hengartner, 2000).
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Las células apoptéticas, son rapidamente reconocidas y fagocitadas por
macroéfagos y otras células vecinas impidiendo asi la exposiciéon del material
intracelular, que podria desencadenar una respuesta inflamatoria (Ulukaya et

al, 2011).

A
APOPTOSIS —— “ —
aw

Figura 2.2. Morfologia celular de apoptosis y necroptosis. Apoptosis: la
cromatina se condensa en la periferia nuclear, los nucléolos se desintegran y se
reduce el tamafio del nticleo. El volumen celular total se reduce, la célula se encoge
y hace mas densa, los organulos citoplasmaticos se condensan y el reticulo
endoplasmico se dilata, a continuacion se produce la fragmentacién del nicleo y
del citoplasma en cuerpos apoptéticos que luego, seran fagocitados por
macréfagos o células vecinas. Necrosis/necroptosis: aumento del volumen
citoplasmatico y de los organulos, que provoca el colapso de la membrana
plasmatica y la liberaciéon del contenido citoplasmatico al exterior celular,
desencadenando una respuesta inflamatoria local.

Las caspasas son componentes esenciales del proceso de apoptosis por su
participacion activa en el desmantelamiento celular. Se expresan en la célula
como proenzimas (zimogénos), y en respuesta a sefiales especificas sufren
una fragmentacion proteolitica (dos cortes) en residuos de acido aspartico
que generan subunidades de la enzima activa que inician el proceso de

apoptosis.

65



Introduccién muerte celular

Las caspasas estan constituidas por un prodominio N-terminal variable entre
las caspasas y por una regién catalitica formada por dos subunidades: una
subunidad grande (17-21 kDa) que contiene el sitio activo y una subunidad
catalitica pequefia (10-13 kDa). Basados en la funcién dentro de la cascada
apoptotica, las caspasas se pueden clasificar en dos grupos: las caspasas
iniciadoras o activadoras y las caspasas efectoras o ejecutoras (Fig. 2.3). Las
caspasas iniciadoras (-8, -9, -10, -2) son las que primero se activan tras un
estimulo apoptdético. Poseen prodominios largos que contienen un motivo de
interaccion proteina-proteina caracteristico: el dominio efector de muerte
(DED) o el dominio de activacidn y reclutamiento de caspasa (CARD). DED y
CARD son dominios de muerte (DD). Los dominios DD facilitan la interaccion
con proteinas adaptadoras que presenten dominios homdlogos (Weber y
Vincenz, 2001). La procaspasa-8 y -10, tienen dominios DED, mientras que la

procaspasa-2 o -9 tienen el dominio CARD (Fig. 2.3) (Kumar, 2007).

Las caspasas efectoras (-3, -6 y -7), son las encargadas de cortar multiples
sustratos celulares necesarios para la supervivencia de la célula, entre ellos
proteinas del citoesqueleto (ACTINA), proteinas reguladoras de la reparacion
del DNA (PARP, “Poly (ADP-ribose) polymerase”) y proteinas del ciclo celular
(MDM2). A diferencia de las iniciadoras, estas caspasas poseen un
prodominio corto y no contienen dominios DED o CARD (Fuentes-Prior y

Salvesen, 2004; Ulukaya et al., 2011).

Existen dos vias canodnicas de activacién de caspasas y por lo tanto de
induccién de apoptosis: la via extrinseca, mediada por la activacion de la
superfamilia de receptores de muerte del factor de necrosis tumoral (TNF) y
la via intrinseca o via mitocondrial que se inicia en respuesta a estrés celular o

inductores citotoxicos.
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Figura 2.3. Caracteristicas estructurales de las caspasas. Las
procaspasas contienen en su estructura una subunidad grande (p20) y una
subunidad pequefia (p10). La posicion del corte entre las subunidades grandes y
pequeiias, se destaca por una flecha negra, mientras que los cortes adicionales se
representan mediante flechas rojas. Los cuatros fragmentos proteicos (en verde),
forman el sitio activo de la caspasa. Algunas procaspasas contienen un dominio de
reclutamiento de caspasas (CARD), o un dominio efector de muerte (DED)
(adaptado de (Bao y Shi, 2007).

2.1.2.1.1. Via intrinseca mitocondrial

La via intrinseca de apoptosis, se inicia en respuesta a distintos factores, como
ausencia de factores de crecimiento o el estrés genotoxico, que inducen la
activacion de miembros proapoptoéticos de la familia de proteinas BCL-2 (“B
leukemia/lymphoma 2”) e inducen la permeabilizacion de la membrana
externa mitocondrial (MOMP). La MOMP induce la difusién al citosol de
proteinas mitocondriales como el citocromo ¢, HTRA2/0MI (“High
Temperature Requirement protein A serine protease 2”), SMAC/DIABLO

(“second mitochondria-derived activator of caspases”), el factor inductor de
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apoptosis AlIF (“Apoptosis induction factor”) y la endonucleasa G (Brunelle y
Letai, 2009; Green y Evan, 2002).

Una vez en el citosol AIF, se transloca al nucleo, causando condensacion de la
cromatina nuclear y fragmentacién de DNA (Daugas et al, 2000). La
endonucleasa G induce fragmentacién del DNA internucleosomal (Kim et al,
2005) y SMAC/DIABLO y HTRA2/0MI activan la apoptosis neutralizando la
actividad de las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs). El citocromo c una
vez liberado al citosol, se une con el factor activador de la apoptosis-1 (Apaf-1,
“Apoptotic protease activating factor-1”) induciendo su oligomerizacion y el
reclutamiento de procaspasa-9, dando lugar a la formacién de un complejo
heptamérico conocido como apoptosoma (Bratton y Salvesen, 2010). En el
apoptosoma se produce el procesamiento y por tanto, la activacion de
procaspasa-9. Una vez activa, esta caspasa inciadora promueve la activacion
de las caspasas efectoras -3 y -7, desencadenandose asi el desmantelamiento

celular (Fig. 2.4C) (Riedl y Salvesen, 2007).

2.1.2.1.2. Via extrinseca

a) Via extrinseca, apoptosis inducida por CD95/TRAIL-DISC, esta via
extrinseca de apoptosis estd mediada por receptores de muerte de la
superfamilia de receptores TNF, tales como FAS (CD95, “cytotoxicity-
dependent proteina 95”, o APO-1, "apoptosis-1 protein”), o los receptores
TRAIL (TRAIL-R, “TNF-related apoptosis-inducing ligand”). La uni6én de los
ligandos (TNF-q, Fas-Ligando y TRAIL) a sus receptores, induce la interaccion
del dominio DD (“death domain”) del propio receptor con el DD de proteinas
adaptadoras citosélicas.  Estas moléculas adaptadoras comunican los
receptores de muerte con las caspasas y con miembros de la familia BCL-2, a
través del DD (Bratton y Salvesen, 2010). La proteina adaptadora FADD
(“Fas-Associated protein with Death Domain”), en respuesta a la unién del

ligando recluta a procaspasa-8 para formar un complejo de sefializacion
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inductor de la muerte (DISC, “death-inducing signaling complex”) (Scott et al.,
2009). El DISC da lugar a la activacion de las caspasas iniciadoras -8 y -10,
que a su vez activaran las caspasas efectoras-3 y-7 (Fig. .2.4B) (Fuentes-Prior

y Salvesen, 2004).
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Figura 2.4. Esquema de las rutas apoptéticas. A. Via extrinseca, apoptosis
inducida por TNFR-1; la formacién del complejo I asociado a membrana (TRADD,
TRAF2 y 5, clAPs, LUBAC y RIP1), promueve la supervivencia celular a través de la
activacion de NF-«B. La deubiquitinacién de RIP1 inhibe la sefializacién de NF-kB,
y conduce a la formacion del complejo citoplasmatico II (IIA o IIB) que recluta a
procaspasa-8 y la activa iniciando el proceso de apoptosis. B. Via extrinseca,
apoptosis inducida por CD95/TRAIL-DISC; la proteina adaptadora FADD en
respuesta a la unién del ligando recluta a procaspasa-8 para formar el DISC. El
DISC promueve la activacién de las caspasas iniciadoras -8 y -10, iniciando el
proceso de apoptosis C. Via intrinseca mitocondrial; la permeabilizacién de la
membrana externa mitocondrial induce la difusiéon al citosol de proteinas
mitocondriales como el citocromo c. El citocromo c se une con Apaf-1 y
procaspasa-9, dando lugar a la formacién del apoptosoma donde se activa caspasa-
9 iniciandose el proceso de apoptosis. PC: procaspasa; C: caspasa CIT C: citocromo
c (adaptado de (Dickens et al., 2012).
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b). Via extrinseca, apoptosis inducida por TNFR-1, tras la unién de TNF
al TNF-R, se desencadena la formacion del complejo I, que en lugar de reclutar
FADD recluta a la proteina adaptadora TRADD (“TNF receptor associated-
protein with death domain”) que a su vez recluta a TRAF2 (“TNF receptor-
associated factor-2”), TRAF5 (“TNF receptor-associated factor-5”), clAP1,
cIAP2, LUBAC (“linear ubiquitin chain assembly complex”) y RIP1 (“Receptor-
interacting protein kinase 1”) formando el complejo I. El estado de
ubiquitinacién de RIP1 es importante para la regulacién de la actividad del
complejo 1 y decide su funcién en supervivencia o muerte celular. La
ubiquitinacién de RIP1 inicia el reclutamiento IKK (“NF-kB-activating IkB
kinase”) y NEMO (NF-kappa-B essential modulator, IKKy) al complejo y
promueve la activacion de la via NF-kB (“nuclear factor kappaB”) induciendo
la expresion de genes importantes para la inflamacién y la supervivencia
celular. Por otro lado, la deubiquitinacién de RIP1 por CYLD (“Ubiquitin
carboxyl-terminal hydrolase), inhibe la sefalizacion de NF-kB, lo que conduce
a la activacion del proceso de muerte celular (Micheau y Tschopp, 2003) de
modo que el estado de ubiquitinacion de RIP1 es fundamental para la
transicion de complejo I al complejo citoplasmatico II (IIA o IIB). EI complejo
[1A induce apoptosis mientras que el complejo IIB induce apoptosis o necrosis.
Complejo 1A implica la activaciéon de un heterodimero de la caspasa-8/FLIP;,
(“cellular FLICE-inhibitory protein”) [29] que conduce a la inactivaciéon RIP1,
evitando asi el ensamblaje del complejo 1IB (Linkermann et al, 2012). El
complejo IIA se ensambla cuando TRADD se libera del TNF-R unido a la
membrana. La disociacién de RIP1 y TRAF2 de TRADD, permite reclutar
FADD (a través de interacciones DD), que a su vez recluta a procaspasa-8 y -
10. Una vez activadas, estas caspasas puede escindir otros sustratos, tales
como procaspasa-3 e inducir apoptosis. En determinados tipos celulares
caspasa-8 es capaz de provocar el procesamiento de BID (“BCL-2- interacting
domain death agonist”), una proteina de la familia BCL-2, produciendo t-BID

(15 kDa). La proteina t-BID se transloca a la mitocondria y activa los
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miembros pro-apoptéticos de la familia de BCL-2, induciendo la MOMP, y
conectando de esta forma las dos vias de induccion de apoptosis. Para la
formacién del complejo IIB (FADD, Caspasa-8, RIP1 y RIP3, puede ser o no
independiente de TRADD), se requiere de la deubiquitinacién de RIP1 por la
enzima CYLD (Dickens et al, 2012; Kim et al., 2000) y la liberacién de RIP1 del
complejo I; RIP1 puede oligomerizarse directamente con FADD y asi reclutar

procaspase-8 para inducir apoptosis (Linkermann et al., 2012).

2.1.2.1.3. Reguladores de la Apoptosis

a). Familia de proteinas BCL-2, las proteinas de la familia BCL-2 son los
principales reguladores de apoptosis y controlan la MOMP. Los miembros de
esta familia se clasifican en tres subgrupos: i) las proteinas antiapoptoéticas
“BCL-2 like”: BCL-2, BCL-xL (“B-cell lymphoma-extra large”), MCL-1 (“Induced
myeloid leukemia cell differentiation protein”) y A1/BFL-1 (“BCL-2-related
protein A1”; (ii) las proteinas pro-apoptoticas “Bax-like”: BAX (“BCL-2-
associated X protein”), BAK ("BCL-2 homologous antagonist/killer”) y
BOK/MTD (“BCL-2 related ovarian killer”), que se caracterizan por tener 4
dominios BH (“BCL-2 Homology”, BH1-BH4); (iii) y las proteinas “BH3-only”:
BID (“BH3 interacting domain death agonist”), BIM/BOD (“BCL-2-like protein
11”), BMF (“BCL-2-modifying factor”), BIK/NBK (“BCL-2-interacting killer”),
NOXA (“phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1”) y PUMA/BBC3
(“BCL-2-binding component 3”), que so6lo tienen 1 dominio BH3 (Fig. 2.5). A
través de su dominio BH3, las proteinas “BH3-only” integran y transmiten
sefiales de muerte entre los miembros de la familia de BCL-2 (Martinou y
Youle, 2011; Youle y Strasser, 2008). Las proteinas “BH3 only” interaccionan
ya sea con las proteinas antiapoptéticas para inhibirlas (“sensitizers”) o con
las proteinas BAX o BAK para estimular su actividad proapoptdtica

(“activators”)(Giam et al., 2008).
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Figura 2.5. Caracteristicas estructurales de las proteinas de la familia
BCL-2. La familia de proteinas BCL-2 se divide en tres grupos basados en su
homologia de los dominios de BCL-2 (BH). Las proteinas pro y antiapoptdticas
contienen 4 dominios BH, y las “BH3-only”solo poseen 1 dominio BH3 (adaptado
de (Martinou y Youle, 2011)).

b). IAPs, una de las familias de proteinas inhibidoras de apoptosis mas
estudiadas por su relevancia fisioldgica es la familia de proteinas inhibidoras
de las proteinas de apoptosis (IAPs) (LaCasse et al, 2008; Lockshin y Zakeri,
2007). Las IAPs son potentes reguladoras de NF-kB y de TNF. Modulan la
sefializacion inflamatoria y de inmunidad, los procesos de proliferacién y
mitosis e intervienen en procesos de invasion celular y metastasis.
Igualmente, contribuyen a la regulacion de la superviviencia celular, al inhibir
plataformas/complejos de muerte tales como el apoptosoma o el ripoptosoma

(Darding y Meier, 2012).

En mamiferos, se conocen 8 tipos de IAPs, entre ellos: IAP ligado al
cromosoma X (XIAP), los IAPs celulares (cIAP1 y cIAP2), la proteina
inhibidora de la apoptosis neuronal (NAIP), SURVIVINA, BRUCE, LIVIN, y las
IAPs testiculo-especificas (TS-IAP) (Mace et al, 2010). Las IAPs se
caracterizan por la presencia en su estructura de uno a tres dominios BIR
(“Baculovirus IAPs repeat”) y de dominios dedos de zinc. XIAP, c-IAP1 y c-
[IAP2 contienen un dominio estructural adicional en el carboxilo-terminal

denominado dominio "RING” (“Really Interesting New Gene”), que funciona
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como una ubiquitina ligasa E3. RING es el responsable de la neutralizacién de

las caspasas y por ende evita que se desencadene la muerte celular.

Las IAPs se encuentran sobreexpresadas en muchos canceres humanos y
promueven el mantenimiento del tumor (Hunter et al., 2007). La actividad de
los IAPs esta a su vez regulada por proteinas de unién a IAPs, tales como
SMAC/DIABLO. La proteina SMAC se une directamente a las IAPs y

antagoniza su funcion.

2.1.2.2. Otros complejos inductores de muerte celular

2.1.2.2.1. PIDDosoma

En respuesta a estrés genotoxico, shock térmico, dafio a DNA y/o estrés del
reticulo endoplasmico, se ensambla el PIDDosoma, que esta formado por las
proteinas PIDD (“p53-induced protein with a death domain”), RAIDD (“RIP-
associated ICH-1 homologous protein with a death domain”) y caspasa-2 (Fig.
2.6A) (Park y Wu, 2006). La proteina PIDD (910 aminoacidos) contiene un
dominio N-terminal denominado PIDD-N (48 kDa), y dos dominios en el C-
terminal PIDD-C (55 kDa) y PIDD-CC (37 kDa). Este ultimo es el principal
activador de caspasa-2 (Fig. 2.6B). Cuando se acumulan dafios importantes en
el DNA, PIDD media la activacion de la caspasa-2 induciendo el procesamiento
de BID y activando la via intrinseca de la apoptosis. Sin embargo, en dafios
leves de DNA, PIDD interactiia con RIP1/NEMO para activar NF-kB, siendo
critico para la supervivencia celular (Janssens y Tinel, 2012). Ademas, PIDD
regula el procesamiento de MDM2, bloqueando la ubiquitinizacién de p53 y
por tanto, evitando su degradacion e induciendo arresto del ciclo celular y
expresiéon de la maquinaria de reparacién (Oliver et al, 2011). Asi el

PIDDosoma tiene funciones tanto en apoptosis, como en control del ciclo
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celular, en vias de reparaciéon de DNA y en progresion de tumores (Bouchier-

Hayes y Green, 2012; Janssens y Tinel, 2012; Tinel y Tschopp, 2004).
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Figura 2.6. Formacion del PIDDosoma. A. Representacion esquematica del
PIDDosoma, formado por PIDD, RAIDD y Caspasa-2 (adaptado de (Bao y Shi,
2007)). B. Autoprocesamiento de PIDD; PIDD-CC es el principal activador de
caspasa-2 (adaptado de (Janssens y Tinel, 2012)).

2.1.2.2.2. Ripoptosoma

En respuesta a estrés genotdxico o bien cuando las células se tratan con
determinados activadores de apoptosis, como por ejemplo, compuestos que
mimetizan la accién de SMAC (Chen y Huerta, 2009), se induce una deplecién
de las IAPs, lo que provoca, en determinados tipos celulares, la formacion
espontdnea de un complejo macromolecular denominado ripoptosoma
(formado por RIP1, FADD y caspasa-8). En dicho complejo se produce la
activacion de caspasa-8 que provoca la activacion de muerte por apoptosis
(Tenev et al,, 2011) o necroptosis, en el caso de que dicha muerte ocurra de
forma independiente de caspasas (Fig. 2.7) (Darding y Meier, 2012;
Vandenabeele et al, 2010). Aunque los componentes del ripoptosoma son
casi los mismos del complejo 1IB, la formacién del ripoptosoma se produce
independientemente de la activacion de la familia de receptores de TNF y de
la via de muerte mitocondrial. El ripoptosoma puede incluir proteinas
adicionales, tales como caspasa-10, RIP3 y TRAFF. La formacién de

homodimeros de caspasa-8 dentro del complejo, permite la activacion

74



Introduccién muerte celular
T N NN N R —————————
catalitica completa de caspasa-8, lo que se traduce en la activacién de

apoptosis.

Por otra parte, la formacion del ripoptosoma esta regulada por la presencia en
la célula de diferentes isoformas de cFLIP, que son fundamentalmente, la
forma la corta (FLIPs) y la larga (FLIP.) (Hu et al, 1997). FLIPs contiene 2
dominios DED, muy similares a los prodominios del N-terminal de caspasa-8/-
10; mientras que FLIP,, es idéntico en tamafio a caspasa-8, tiene los dominios
DED, pero su region catalitica estd modificada, de manera que es inactiva
(Krueger et al., 2001; Rasper et al., 1998). La formacidn de heterodimeros de
caspasa-8 y cFLIPy, se traduce en una limitada actividad catalitica que no es
suficiente para desencadenar la apoptosis. Sin embargo, es capaz de escindir
RIP1, esto a su vez conduce al desmontaje del ripoptosoma y con ello la
supervivencia celular (Feoktistova et al, 2011; Tenev et al, 2011). En
contraste, cuando la heterodimerizacion de caspasa-8 es con cFLIPs, la
activacion de caspasa-8 y el procesamiento de RIP1 son inhibidos. En esta
situacion la apoptosis esta bloqueada y la muerte celular es por necroptosis

(Feoktistova et al., 2011) (Fig 2.7)

2.1.2.3. Necrosis programada o necroptosis

El proceso de necrosis se caracteriza por la existencia de alteraciones
morfoldgicas, entre ellas aumento del volumen celular, alteraciéon de la
membrana plasmatica, pérdida del contenido intracelular, estrés oxidativo,
hiperpolarizaciéon de la membrana mitocondrial y la permeabilizacién de las
membranas plasmatica y lisosomal (Vanden Berghe et al., 2010). Durante
mucho tiempo la necrosis fue considerada como un tipo de muerte celular
accidental y descontrolada. Sin embargo, en los ultimos afios se han
acumulado evidencias que demuestran que la necrosis puede ser también un

mecanismo estrictamente regulado (Edinger y Thompson, 2004). Algunos
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autores han propuesto el término “necroptosis” para referirse a este tipo de
necrosis programada. En la via de sefializacién de necroptosis estan
implicadas las proteina RIP1 y RIP3 (Degterev et al., 2008; Galluzzi et al,
2009). Recientemente se ha demostrado que los receptores de muerte tras la
union de sus agonistas como el TNF, FASL y TRAIL, pueden activar en
determinadas circunstancias los mecanismos de muerte por necroptosis
(Fiers et al., 1995). TNFR1 puede activar NF-KB o apoptosis dependiendo del
estado de ubiquitinacion de RIP1 lo que da lugar a la posterior formacion del
complejo II. Sin embargo, la estimulaciéon mediada por TNFa, en presencia de
miméticos de SMAC o bajo condiciones en las que la actividad caspasa
(principalmente caspasa-8) se encuentra bloqueada y por tanto la apoptosis
inhibida, induce la muerte por necroptosis. Se forma el complejo IIB y RIP1
interactiia con RIP3 a través de su dominio RHIM (“RIP homotypic interaction
motif”) formando un complejo estable denominado necrosoma. RIP1 y RIP3
se autofosforilan y el resultado es la activacidn de proceso de necroptosis (Fig.
2.7) (Degterev et al, 2008; Galluzzi et al, 2011). Por tanto se puede
considerar que FADD y caspasa-8 son efectores positivos de la muerte celular
apoptdtica iniciada a través de la via extrinseca, ejercen a su vez una
regulacion negativa inhibiendo la necroptosis (Welz et al, 2011). Entre los
factores que influyen en la activacion de la ruta de la apoptosis o de
necroptosis se encuentran: la naturaleza del estimulo, el estado de activaciéon
de las caspasas y el tipo celular (Wu et al, 2012). De forma paralela la
formacién del ripoptosoma generalmente sefializa la activacién de apoptosis,
pero la presencia de diferentes isoformas de cFLIP dirigen al complejo hacia la

via de supervivencia o necroptosis.
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Figura 2.7. Complejos inductores de apoptosis y necroptosis. La
necroptosis inducida por receptor tiene lugar cuando caspasa-8 esta inhibida. En
ausencia de caspasa-8 se activa el necrosoma o complejo IIB en el que RIP1 y RIP3
forman un complejo con caspasa-8 y FADD. RIP3 y RIP1 son fosforilados y
sefializan necroptosis. En condiciones de estrés genotoxico, independiente de la
activacion de TNFR1, se forma el ripoptosoma (RIP1, FADD y caspasa-8) que puede
inducir tanto apoptosis como necroptosis, la senalizaciéon hacia una u otra via
depende de las isoformas de cFLIP que estén presentes (adaptado de (Wu et al,
2012)).
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2.2. RESULTADOS

2.2.1. Analisis de viabilidad celular en tratamientos de
combinacion NBI1 y erlotinib

La hipoétesis de partida se sustenta en las recientes evidencias que relacionan
la apariciéon de resistencias a inhibidores de EGFR en tratamientos
antitumorales, con la deslocalizacion celular y pérdida de capacidad
inhibitoria sobre las CDKs de p27 (Yamasaki et al., 2007). Por tanto, es licito
asumir, que la inhibicion farmacolégica de CDKs podria resensibilizar células
tumorales a estos tratamientos. Con este objetivo, se decidi6 analizar la
combinacién de los fArmacos TAT-NBI1 y erlotinib (TAT-NBI1/erl). Como
tratamiento control en todos los ensayos se utilizé roscovitina, inhibidor
clasico de CDKs, en combinacion con erlotinib (Rc/erl) (Fleming et al., 2008).
Se eligié para ello un panel de diferentes lineas celulares tumorales entre las
que se incluyen una linea de cancer de pulmdn (A549) y tres lineas celulares
de cancer de mama (MDA-MB-468, MCF-7 y SkBr3), con distintos patrones
de expresion del EGFR, del receptor de estréogeno (ER), y del receptor
HERZ2/ERBB (Tabla 2.4) y diferentes niveles de sensibilidad al tratamiento
con erlotinib (Chuang et al.,, 2012).

El objetivo inicial fue determinar la sensibilidad y la concentracién minima
inhibitoria del crecimiento celular frente a los farmacos (erlotinib,
roscovitina y TAT-NBI1) en las lineas celulares seleccionadas (Tabla 2.4).
Para ello se realizaron estudios de viabilidad celular por MTT en presencia
de los farmacos a diferentes concentraciones tras 72 horas de tratamiento
(Fig. 2.8). La concentracion de erlotinib maxima que se utilizd en este

estudio fue de 20 pM, debido a la baja solubilidad que presenta este
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compuesto en medios de cultivo. Por otra parte, la concentraciéon plasmatica
en pacientes con tumores sélidos avanzados se ha descrito proxima a 5 uM
en el estado estacionario (Hidalgo et al, 2001). De acuerdo con los
precedentes bibliograficos en cuanto a la catalogacion de lineas celulares
sensibles y resistentes (Yamasaki et al., 2007) y con los resultados obtenidos
en nuestro laboratorio se consideraron las lineas celulares MDA-MB-468,
MCF7 y A549, resistentes a erlotinib, mientras que la linea SkBr3 se

considero sensible a dicho farmaco (Yamasaki et al,, 2007).

Tabla 2.4. Caracteristicas y sensibilidad a TAT-NBI1 y erlotinib de las
lineas celulares incluidas en el estudio.

Erlotinib TAT-NBI1
IC50 (M)  1C50 (uM)

Lineacelular HER2 EGFR ER

MDA-MB-468 n p n >20 15
SKBr-3 p n n 5 10
A549 p p n >20 18
MCF-7 n n p >20 11

Clasificacidon de las lineas celulares como positivas (p) o negativas (n) para la
expresion de los receptores HER2, EGFR y ER. Los valores de IC50 de las
diferentes lineas celulares para el tratamiento con TAT-NBI1 o erlotinib.

Para realizar estudios de combinaciéon de los fAirmacos (cotratamiento), se
eligieron condiciones en las que los compuestos no resultaran toxicos para
las células de manera individual, es decir se seleccionaron concentraciones

subletales para ambos farmacos (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Dosis subletales de TAT-NBI1 y erlotinib
Concentracén subletal (uM)

Linea celular

TAT-NBI1 Erl Rc
MDA-MB-468 5 5 5
MCF-7 1 5 1
SKBr-3 2 2 2
A549 2 2 1
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Las células de cancer de mama, MDA-MB-468, SKBr-3, MCF-7 y las células de
cancer de pulmoén A549, fueron tratadas de forma simultanea y durante 72
horas con los cotratamientos TAT-NBI1/erl y Rc/erl utilizando
concentraciones subletales de cada farmaco (Tabla 2.5). Posteriormente, se
determind el efecto antiproliferativo del cotratamiento mediante MTT (Fig.
2.8). Enlalinea celular MDA-MB-468 el cotratamiento indujo una pérdida de
viabilidad de casi el 75% de las células (Fig. 2.8A) y un efecto similar se
observé en las lineas de células A549 y MCF-7 (Fig. 2.8C y D,
respectivamente). Ademds, se observé que el cotratamiento de TAT-
NBI1/erl redujo notablemente la concentracion letal de erlotinib en la linea
sensible a erlotinib SKBr3 (Fig. 2.8B). Estos resultados sugieren que la
coadministracion de un inhibidor de CDK/ciclina, provoca Ila
resensibilizacién de las células previamente resistentes a erlotinib. Ademas,
el cotratamiento favorecié la reduccién de la dosis letal en las células
sensibles a erlotinib, ampliando asi el margen terapéutico del farmaco, lo que
podria contribuir a disminuir los efectos secundarios descritos asociados a
dosis elevadas. Los indices de combinacion de fiarmacos, analizados
utilizando el programa Calcusyn, de todas las combinaciones administradas
fueron menores que 1, lo cual indica un comportamiento sinérgico de los

farmacos (Fleming et al., 2008).
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Figura 2.8. Efecto antiproliferativo de TAT-NBI1 y erlotinib. Células A.
MDA MB-468 B. SkBr3 C. MCF7 D. A549, fueron tratadas con las concentraciones
indicadas de los farmacos y el porcentaje de disfuncién mitocondrial fue medido
tras 72 horas por MTT. Los datos representan el porcentaje de disfuncién
mitocondrial de tres experimentos independientes.

Para confirmar que los farmacos, ademas de disminuir la proliferacion
celular, como indicaban los estudios por MTT, inducian muerte celular, se
realizaron ensayos de viabilidad celular utilizando el método de exclusion
del colorante vital azul de tripan confirmandose en todos los casos que las

células morian tras los cotratamientos (Fig. 2.9).
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Figura 2.9. El cotratamiento TAT-NBI1/erl induce muerte celular.
Porcentaje de muerte celular. A. MDA-MB-468, B. SKBR3, C. A549, D. MCF-7
determinado mediante la exclusién del colorante vital azul de tripan tras 72 horas
de tratamiento a las concentraciones de compuestos indicadas. Los resultados
representan el valor promedio del porcentaje de muerte celular en 3 experimentos
independientes.

Con el fin de determinar los parametros cinéticos del proceso de induccion
de muerte se analizaron los porcentajes de muerte a diferentes tiempos de
tratamiento, observandose que las células comienzan a morir a partir de las
48 horas y los porcentajes de muerte incrementan a las 72 horas de

cotratamiento con TAT-NBI1/erl (Fig. 2.10).
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Figura 2.10. Estudio cinético del efecto antiproliferativo provocado
por los tratamientos con TAT-NBI1 y erlotinib. Evaluacién de la
actividad mitocondrial determinada mediante MTT después de 24, 48 y 72 horas
de cotratamiento en la linea de cancer de mama MDA-MB-468. Los resultados
representan el valor promedio del porcentaje de células con disfuncion
mitocondrial en 3 experimentos independientes.

2.2.2. Determinacion del tipo de muerte celular inducida
por el cotratamiento TAT-NBI1/erl

Una vez establecido que el cotratamiento con TAT-NBI1/erl era capaz de
inducir muerte celular en lineas celulares tumorales con perfiles diversos, el
siguiente objetivo consistio en determinar el mecanismo de muerte celular.
Se analizaron para ello diferentes marcadores que permiten diferenciar si se
trata de un proceso de apoptosis o necrosis. En primer lugar, se analizé la
exposiciéon de PS e incorporacion de yoduro de propidio, mediante marcaje
con AnnV y andlisis de la distribucién poblacional mediante citometria de
flujo (Galluzzi et al, 2009). Los resultados demuestran que el cotratamiento
en las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-468, SKBR3 y la linea de
pulmén A549 produjo el perfil tipico de células sometidas a un proceso de
apoptosis. Después de 48 horas de tratamiento, la poblacién celular mostré
un perfil de marcaje correspondiente a apoptosis temprana (AnnV+/PI-) y

apoptosis tardia (AnnV+/PI+)(Fig. 2.11 A, B, C). Por el contrario, siguiendo
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el mismo tratamiento, la poblacién principal de células MCF-7 fueron AnnV-
/PI+, sugiriendo que las células adoptaron un proceso de necrosis celular
(Fig.2.11D). Este evento se podria justificar teniendo en cuenta que la linea
celular MCF-7 es deficiente en caspasa-3 y por tanto la muerte celular por
apoptosis se ve comprometida (Janicke, 2009). Sin embargo, cabe resaltar

que, aun en estas circunstancias, el cotratamiento fue capaz de inducir

muerte celular.
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Figura 2.11. EI cotratamiento con TAT-NBI1/erl induce apoptosis en
diferentes lineas tumorales. Exposicion de fosfatidilserina evaluada por
citometria de flujo mediante el seguimiento del marcaje con AnnV e
internalizaciéon de PI tras 72 horas de tratamiento en las diferentes lineas
celulares. Los datos representan el promedio * s.d de tres experimentos

independientes.
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2.2.3. Analisis de la distribucion del ciclo celular después
del cotratamiento de TAT-NBI1/erl

El hecho de utilizar un inhibidor del complejo CDK2/ciclina A como TAT-
NBI1 en los tratamientos combinados, podria estar favoreciendo, como
ocurre en el tratamiento simple con TAT-NBI1 en dosis letales, que tuviera
lugar un proceso de arresto en alguna de las fases del ciclo celular (Canela et
al, 2006). Para analizar este posible efecto, se estudid la distribucion del
ciclo celular a diferentes tiempos después del cotratamiento (24, 48 y 72 h).
En ningln caso se observo un arresto significativo de las células en ninguna
de las fases del ciclo celular. Sin embargo, en las lineas celulares MDA-MB-
468, SKBR3 y A549 (Fig. 2.12 A, B y C, respectivamente), el cotratamiento
redujo significativamente la proporcidn de células en las fases G1 y G2/M
después de 48 h, lo que resulté en un aumento de la poblacién en subG1
después de 48 y 72 horas de cotratamiento. La proporcién de células
acumuladas en subG1l fue aproximadamente del 50% en las tres lineas
celulares, comparable con la disminucién de la viabilidad celular observada
por MTT y por tincién con azul de tripan (Fig. 2.8 y 2.9). Estos datos
sugieren de nuevo, que la apoptosis es el principal mecanismo de muerte
celular. Por el contrario, en las células MCF-7 no se observé poblacion en
subG1 después de 72 horas de cotratamiento, como era previsible dado su
comportamiento necroético frente al tratamiento (Fig. 2.12D). Estos datos,
sugieren que, tratamientos combinados de inhibidores de los complejos
CDK/ciclina e inhibidores EGFR pueden activar diferentes mecanismos de

muerte celular en funcion del contexto genético de la linea celular utilizada.
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Figura 2.12. Los tratamientos de combinacién con TAT-NBI1/erl y
Rc/erl inducen la acumulacién en subG1 en diferentes tipos celulares.

Distribucion de la

poblacién celular en las diferentes fases del ciclo celular tras el

tratamiento con TAT-NBI1 y erlotinib. Las células fueron incubadas con los
tratamientos indicados durante 24, 48 y 72 horas en el caso de A. MDA-MB-468;
B. SkBr3, y 72 horas en el caso de C. A549 y D. MCF-7. La valoracién del
contenido de DNA en la poblacién celular mediante la incorporacién diferencial

de IP se llevo ac

abo mediante citometria de flujo. Los datos representan el

promedio # s.d. de tres experimentos independientes.

88



TAT-NBI1, sensibiliza células tumorales resistentes a erlotinib

2.2.4. Analisis de la acumulacion de dafio en DNA después
del tratamiento con TAT-NBI1/erl

Una vez determinado que el cotratamiento con TAT-NBI1/erl induce muerte
celular, el siguiente objetivo fue analizar los mecanismos moleculares
responsables de dicha induccién. Para ello se selecciond la linea de cancer
de mama MDA-MB-468 resistente a erlotinib. Una caracteristica de la linea
de mama MDA-MB-468, es la pérdida alélica del gen BRAC1 (cancer de mama
1), que a su vez esta asociada con un mal prondstico terapéutico. Este gen es
parte de un complejo de vigilancia del genoma que detecta anomalias en la
estructura del DNA, tales como roturas en la doble cadena (DSBs) y
desajustes de pares de bases (Petrini y Stracker, 2003). El mecanismo
sensor que detecta las lesiones del DNA, esta regulado por las quinasas de la
familia PI3-K (ATM, ATR y DNA-PKC), que inducen la fosforilacién de histona
2A.x en Ser139, marcador de DSBs (Rogakou et al, 1998; Yuan et al, 2010).
Asimismo, ATR activa por fosforilacién a CHK1 e induce la transduccién de
seflales que deciden entre reparaciéon del DNA o inducciéon de apoptosis
(Smith et al., 2010). Dado que se ha descrito que la actividad de las CDKs
también regula mecanismos de reparacién de DNA (Cerqueira et al., 2009;
Muller-Tidow et al., 2004), se decidi6 estudiar si el tratamiento conjunto con
TAT-NBI1/erl podria estar afectando a la maquinaria de reparacion de dafios
en el DNA. Se determind para ello la presencia de lesiones en el DNA,
mediante el analisis de la fosforilacion de y-H2AX y el estudio de la
activacion de los mecanismos de reparacidn por la fosforilacion CHK1 (p-
CHK1) en la linea de cancer de mama MDA-MB-468. Después de 48 horas de
cotratamiento con TAT-NBI1/erl (Fig. 2.13 Ay B) y Rc/erl (Fig. 2.13 B), se
observé un aumento significativo en la fosforilacién y en la formacion de
agregados de y-H2A.x en el nucleo (Fig. 2.13 B), en paralelo con una
disminucién significativa de la fosforilacion de CHK1 (Fig. 2.13A). En

conjunto, estos datos indican que el cotratamiento TAT-NBI1/erl tiene como
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consecuencia la acumulaciéon de defectos del DNA (Fig. 2.13A y B) y la
represion del inicio de programas de reparacion del DNA (Fig. 2.13A). Esta
acumulacién de dafio al DNA también se observé en la linea A549 lo que
podria justificar también en este caso que se vea comprometida la

supervivencia celular (Fig. 2.20B).
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Figura 2.13. El cotratamiento con TAT-NBI1/erl induce acumulaciéon
de daiios en el DNA. Las células MDA-MB-468 fueron tratadas con TAT-NBI1 y
erlotinib solos y en combinacién a las concentraciones UM indicadas. A. se
analizaron los niveles de fosforilacion de y-H2A.x y p-CHK1 y los niveles
proteicos de tubulina como control de carga mediante western blot después de
24 y 48 horas de tratamiento. Los paneles de la derecha, muestran la
densitometria realizada utilizando el programa Image]. B. La fosforilacion de y-
H2A.x detectada por inmunofluorescencia (rojo) después de 48 horas de
tratamiento (erlotinib 5uM, TAT-NBI1 5uM). Para su visualizacion los nucleos
fueron tefiidos con DAPI (azul). En el panel inferior se muestra la combinacién
(Co) de ambas imagenes.
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2.2.5. Determinacion de la via de muerte celular inducida
tras el cotratamiento TAT-NBI1/erl en células MDA-MB-
468

Dado que el cotratamiento con TAT-NBI1/erl en MDA-MB-468 induce
muerte celular por apoptosis, se estudiaron los posibles cambios en los
niveles de expresion de proteinas reguladoras de estas rutas, para
comprender como se llevaba a cabo la activacion del proceso de muerte. El
cotratamiento indujo la disminucién de la expresién de las proteinas anti-
apoptoticas, MCL-1, BCL-xL, BID, XIAP y cIAP1 (Fig. 2.14A), mientras que no
tuvo ningun efecto sobre la proteina pro-apoptdtica BAX (Fig. 2.14B). En
contraste, se observo la activacion de la proteina BIM, tanto en el
tratamiento con erlotinib en concentraciones subletales, como en la
combinacién con TAT-NBI1 (Fig. 2.14B), lo que la excluye de su implicacién
directa en el mecanismo de muerte inducido por el cotratamiento. El
aumento en la expresién de la proteina BIM ya se habia descrito como una de
las proteinas iniciadoras de la ruta de apoptosis inducida por el tratamiento
individualizado con erlotinib en lineas celulares sensibles (Costa et al.,

2007).
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Figura 2.14. Determinacion de los niveles de expresion de proteinas
de la familia Blc-2 en MDA-MB-468. Las células fueron tratadas durante 72
horas, con los farmacos a las concentraciones indicadas, bien solos o en
combinacién. A. Deteccién por western blot de los niveles de expresion de las
proteinas antiapoptoticas MCL-1 y BCL-xL; la proteina BID y las proteinas
inhibidoras de apoptosis XIAP Y cIAP. B. Las proteinas proapoptéticas BAX y
BIM.

A continuacion se investigo el efecto del cotratamiento TAT-NBI1/erl en la
activacion de los diferentes miembros de la familia de caspasas. No se
observo activacidn de la caspasa iniciadora de la via intrinseca (caspasa-9)
(Fig. 2.15A) ni liberacién de citocromo c al citosol (Fig. 2.15D). En estos
experimentos se utilizé el farmaco citotéxico doxorrubicina (doxo) como
control positivo de la induccion de apoptosis mediada por la via
mitocondrial. Los tratamientos con doxo indujeron tanto la activacion de
caspasa-9 como la liberacion de citocromo c (Fig. 2.15 D). Por tanto, se pudo
concluir que el cotratamiento TAT-NBI1/erl induce apoptosis independiente
de la via apoptotica mitocondrial. Sin embargo, se evidencié una marcada
activacion de caspasa-3/7, 72 horas después del cotratamiento (Fig. 2.15 A,

By ().
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Figura 2.15. Andlisis de la activacion de la via apoptética
mitocondrial en MDA-MB-468, después del cotratamiento con TAT-
NBI1 y erlotinib. A. Andlisis mediante western blot de la expresion y el
procesamiento de caspasa-3 (procaspasa-3, 35 kDa; caspasa-3 procesada, 17 y 19
kDa) y caspasa-9 (procaspasa-9, 47 kDa; caspasa-9 procesada, 37 kDa) tras 72
horas de incubacién con los tratamientos indicados. La marca * muestra bandas
inespecificas reconocidas por el anticuerpo. B. Valoraciéon de la actividad
caspasa 3/7 después de 24, 48 y 72 horas de la aplicacién de los tratamientos C.
Actividad caspasa-3/7 a las 72 horas de cotratamiento con TAT-NBI1/erl, Rc/erl
y doxo (5uM). D. Analisis por citometria de flujo de la liberacién de citocromo c
tras 72 horas de tratamiento con las concentraciones de farmacos indicadas en
cada caso.

Una vez determinado que la via intrinseca de apoptosis no es la responsable
de iniciar la cascada de eventos celulares que desencadenan en la muerte
celular se procedié a evaluar el estado de otras caspasas iniciadoras. Se
analizaron por ello mediante WB, los niveles proteicos y estado de activacién

de las caspasas-8 y -10, que tradicionalmente se asocian a la via extrinseca y
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de caspasa-2 que se ha relacionado de forma controvertida con la activacién
de apoptosis mediada por dano a DNA (Tinel y Tschopp, 2004;
Vakifahmetoglu-Norberg y Zhivotovsky, 2010). Los resultados mostraron,
que tras los cotratamientos, caspasa-2, -8 y -10 se procesaron a sus
subunidades activas (Fig. 2.16). La disminucidn previamente observada en
la proteina BID, podria ser por tanto debida a la activacién de caspasa-8 (Fig.

2.14A), proteasa responsable de su procesamiento.

Erl(pM) - 5 - 5
TAT-NBIL (M) - - 5 5  KkDa

casp-2

casp-8

e AN

Figura 2.16. Andlisis de la activacién de caspasas en MDA-MB-468.
Después de 72 horas de tratamiento con TAT-NBI1 y erl, a las concentraciones
indicadas, se analizéd la expresiéon de A. caspasa-2 (procaspasa-2, 50 kDa;
caspasa-2 procesada, 30 y 18 kDa); caspasa-8 (procaspasa-8, 57 kDa; caspasa-8
procesada, 43 kDa y caspasa-10 (procaspasa-10, 58 kDa; caspasa-10 procesada,
30 kDa) mediante western blot. La marca * muestra bandas inespecificas
reconocidas por el anticuerpo.

A pesar de que el cotratamiento con TAT-NBI1 indujo la activacién de
caspasas y muerte celular, esta ultima no fue inhibida por el inhibidor

general de caspasas zVAD-fmk (Fig. 2.17A y B), a diferencia de la muerte
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celular inducida por Rc/Erl que si fue claramente inhibida por zVAD-fmk
(Fig. 217A y B). Las bases moleculares de estas diferencias podrian
justificarse por el distinto mecanismo de accién de los dos inhibidores de
complejos CDK/ciclina. Roscovitina es un inhibidor ATP competitivo,
mientras que TAT-NBI1 se une a un sitio conservado en la superficie de
algunas ciclinas impidiendo la formacién del complejo con su
correspondiente CDK. Por lo tanto, la selectividad quinasa y la sensibilidad
de los distintos complejos CDK/ciclina son diferentes para los dos farmacos
(Bach et al, 2005) y podrian determinar la respuesta diferencial en la accion

de zVAD-fmk.
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Figura 2.17. La muerte inducida por el cotratamiento TAT-NBI1/erl
no es inhibible por zVAD-fmk. Las células MDA-MB-468 fueron tratadas con
TAT-NBI1, erlotinib o roscovitina, solos y en combinacién durante 72 horas, en
presencia o ausencia de zVAD-fmk (50uM). Como control de la inhibicion de
zVAD-fmk se utilizé doxo. La viabilidad fue analizada en A. por exclusion del
colorante vital azul de tripan y en B. mediante MTT.

También se analizé la posible implicacion del PIDDosoma en la activaciéon de
apoptosis mediada por el cotratamiento, ya que se ha descrito que en
respuesta a estrés genotdxico y dafio a DNA se activa este complejo (Tinel y
Tschopp, 2004). El reclutamiento de caspasa-2 por el PIDDosoma, induce su

procesamiento y el inicio del proceso de apoptosis (Janssens y Tinel, 2012).
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Por tanto, se procedi6 a silenciar caspasa-2 y PIDD para comprender la
relevancia de ambas en el mecanismo de induccién de muerte mediada por
el cotratamiento (ver materiales y métodos apartado 5.3.2.12). Los
resultados muestran que, incluso después del silenciamiento génico, la
actividad caspasa-3/7 no disminuyé (Fig. 2.18 A y C) y se mantuvo el
procesamiento de caspasa-8 y caspasa-10 (Fig. 2.18 By D). Estos resultados
sugieren que el PIDDosoma, no es el desencadenante del proceso de

apoptosis tras el cotratamiento con TAT-NBI1 y erlotinib.
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Figura 2.18. El PIDDsoma no es el responsable de la induccién de
muerte mediada por el cotratamiento con TAT-NBI1/erl. Las células
MDA-MB-468 son transfectadas con un control (random), con el siRNA de
caspasa-2 o de PIDD, y a las 24 horas fueron cotratadas. A/C. Actividad caspasa-
3/7 tras el silenciamiento de caspasa-2 o PIDD, respectivamente. B.
Silenciamiento de caspasa-2, asi como estado de activacién de caspasa-8 y -10
determinado por western blot. D. Expresién de PIDD tras su silenciamiento, asi
como el estado de activaciéon de caspasa-2, -8 y -10 determinados por western
blot.
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Con el fin de analizar la relevancia de la activacién de las caspasas -8 y -10 en
la induccion de apoptosis, la expresion de ambas proteinas fue silenciada
(ver apartado 5.3.2.1.2 de materiales y métodos). Para ello se transfectaron
las células con el siRNA correspondiente en cada caso y se incubaron durante
24 horas para permitir el silenciamiento. Posteriormente, las células fueron
tratadas con TAT-NBI1l/erl. Los resultados muestran una marcada
disminucidén en la actividad caspasa-3/7 tras el silenciamiento individual de
caspasa-8 (Fig. 2.19A). Sin embargo, el silenciamiento de caspasa-8 no
impidié que se produjera el procesamiento de caspasa-10 y de caspasa-2
(Fig. 2.19B). Similares resultados se obtuvieron con el silenciamiento de
caspasa-10. La actividad caspasa-3/7 disminuy6 (Fig. 2.19C) del mismo
modo que el procesamiento de caspasa-2, mientras que se mantuvo el

procesamiento y activacion de caspasa-8 (Fig. 2.19D).
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Figura 2.19. El silenciamiento génico de caspasa-8 y caspasa-10 inhibe
la apoptosis mediada por los cotratamientos de TAT-NBI1/erl en MDA-
MB-468. Las células fueron no transfectadas, transfectadas con un siRNA de
caspasa-8 o caspasa-10 o transfectadas con un siRNA control (rd). Los tratamientos
indicados se aplicaron 24 horas después de la transfecccion. A/C. Andlisis de la
actividad caspasa-3/7 tras 72 horas en presencia de los tratamientos indicados
previo silenciamiento de caspasa-8 6 caspasa-10, respectivamente. B/D. Analisis del
silenciamiento de caspasa-8 o caspasa-10 respectivamente, asi como de la expresion
y estado de procesamiento de caspasa-2 y 10 determinados mediante western blot.

En conjunto los resultados demuestran que en la apoptosis inducida por el
cotratamiento con TAT-NBI1/erl, la activacién de caspasa-8 y caspasa-10
son necesarias (Fig. 2.19). Ademas, los resultados apuntan a una activacién
de caspasa-2 mediada por caspasa-10 (Fig. 2.19D), sin embargo, caspasa-2
no parece ejercer una accion directa sobre la inducciéon de apoptosis (Fig.
2.18A). El mecanismo de activacién de apoptosis observado en MDA-MB-
468 parece ser comun para las diferentes lineas celulares puesto que en el
estudio realizado sobre la linea celular A549 se obtuvieron resultados

similares (Fig. 2.20).
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Figura 2.20. TAT-NBI1/erl tiene efecto sinérgico en la linea de pulmén
A549, ademads el silenciamiento génico de caspasa-8 inhibe la
apoptosis. A. La actividad mitocondrial después de 24, 48 y 72 horas de
cotratamiento determinado mediante MTT. B. Analisis de los niveles de
fosforilacién de y-H2A.x detectado por western blott después de 24, 48 y 72
horas de tratamiento. C. Actividad caspasa-3/7 tras el silenciamiento de
caspasa-8. D. Analisis mediante western blot del silenciamiento de caspasa-8, asi
como de los niveles de expresién y procesamiento de caspasa-2 y -10.

Los resultados obtenidos apuntan a dos eventos basicos en el mecanismo de
activacion de apoptosis inducido por el cotratamiento; la disminucién de
cIAP1 y XIAP, y la activacion de caspasa-8 y -10. Se han descrito dos
mecanismos diferentes de muerte celular que podrian conformar la base
molecular de este perfil apoptotico, uno estaria relacionado con la activacién
de receptores de TNF (Wang et al, 2008) y otro podria consistir en la
activacion del ripoptosoma (Feoktistova et al., 2011; Tenev et al, 2011). La

ruta mediada por TNF, activa la formacion del complejo I (RIP1, TNFR1,
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TRADD, TRAF2/5, Lubac y clIAPs), y tras la deubiquitinacién de la quinasa
RIP1, se forma el complejo 1B, donde FADD y caspasa-8 son reclutados. Esto
conduce a la activacién de caspasa-8 y el inicio del proceso de apoptosis. Por
el contrario, el ripoptosoma (RIP1, RIP3, FADD, caspasa-8 y caspasa-10) se
forma en respuesta a estrés genotoxico y es independiente de la activacion
de TNFR. Se ha descrito recientemente que la muerte celular inducida por el
ripoptosoma no es inhibida por zVAD-fmk. Mientras que necrostatina-1
(nec-1) (Hitomi et al, 2008), inhibe la unién de RIP1 a RIP3, inhibiendo su
formacién (Feoktistova et al.,, 2011; Tenev et al, 2011). En este contexto, se
decidié evaluar si el cotratamiento con TAT-NBI1/erl], era dependiente de
RIP1 y para ello se llevaron a cabo los procedimientos de cotratamiento pero
en presencia de nec-1. Como control se utiliz6 la linea celular MDA-MB-231,
en la que previamente se habia descrito que el estrés genotédxico inducido
por etoposido, da lugar a la induccién del ripoptosoma (Tenev et al., 2011).
De este modo se demostré que nec-1 también inhibe la activacion de
caspasas inducida por TAT-NBI1/erl], tanto en las células MDA-MB-231 como
en las células MDA-MB-468 (Fig. 2.21A y B, respectivamente). Asi mismo,
nec-1 fue capaz de inhibir la muerte de las células MCF-7 después del

contratamiento con TAT-NBI1/erl. (Fig. 2.21C).

Los datos en conjunto, indican que el cotratamiento con TAT-NBI1/erl,
induce un mecanismo de muerte celular caracterizado por la acumulacién de
dafio en DNA, disminucion de clAPs y XIAP y apoptosis dependiente de
caspasa-8 y -10. Asi mismo, el proceso no es inhibido por zVAD-fmk pero si
por nec-1, posicionando al ripoptosoma o al receptor de TNFR1 como los
posibles complejos integradores de sefiales y activadores del mecanismo de
muerte celular inducida por el cotratamiento (Feoktistova et al., 2011). En el
caso de la linea celular MCF-7, que no tiene caspasa-3, el cotratamiento con
TAT-NBI1 también induce muerte celular, que es inhibida con nec-1, lo que

sugiere que el mecanismo de muerte en este caso podria ser necroptosis.
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Figura 2.21. Necrostatina-1 inhibe la apoptosis inducida tras el
cotratamiento con TAT-BI1/erl. A. Actividad caspasa-3/7 en células MDA-
MB-231, tratadas con etoposido (25uM) 6 TAT-NBIl/erl, y con o sin
necrostatina-1 (nec-1, 100 uM). B. Actividad caspasa-3/7 en células MDA-MB-
468, después del cotratamiento con TAT-NBI1/erl, y con nec-1. C. Actividad
mitocondrial después de 48 y 72 horas de cotratamiento con y sin nec-1, en la
linea de cancer de mama MCF-7 determinado mediante MTT.
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2.3. DISCUSION

Desde la aprobacién de gefitinib en 2003 por la FDA los EGFR-TKI se utilizan
habitualmente en la practica clinica para el tratamiento de distintos tipos de
cancer. Sin embargo, s6lo un pequefio nimero de pacientes responden a
este tipo de tratamiento y la aparicién de resistencia adquirida es comun
entre las personas que responden. La resistencia se ha visto principalmente
en los tumores de mama. ElI 50-70% de los tumores de mama,
sobreexpresan EGFR, lo cual es un indicador de tumores agresivos y de mal
prondstico (Schroeder et al., 1997). Asi mismo, estos tumores generalmente
carecen de la expresion del receptor de estrogenos alfa (ERa), receptor de
progesterona, y ErbB2 (Burness et al, 2010). Dada la agresividad de estos
tumores y la ausencia de terapias dirigidas, la identificacién de nuevos
tratamientos es una prioridad. Otras de las limitaciones de los tratamientos
esta relacionada con la aparicion de efectos toxicos secundarios, en muchos
casos asociados a la utilizacién de las altas dosis. Ademds, debido a la
redundancia en la sefializacidn, otras rutas convergen en las vias activadas
por EGFR, de modo que la inhibicién de EGFR, por si sola, no es suficiente
para la supresién completa de la cascada de sefiales. En este contexto,
inhibidores de vias complementarias tales como mTOR, VEGF y
RAS/RAF/ERK, han sido diana, para la busqueda de tratamientos
alternativos (Adjei, 2006). Las terapias combinadas se consideran por ello
una aproximacion valida y necesaria para eludir la toxicidad, asi como la
aparicién de resistencias. Una mejor comprension de la sinergia y/o
potenciaciéon evocada a nivel molecular por las combinaciones de farmacos

ayudard al desarrollo de estos tratamientos dirigidos a diferentes vias
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simultdneamente. Asi por ejemplo, se han obtenido resultados alentadores
en ensayos clinicos que se encuentran en fase I y II, utilizando terapias
combinadas con inhibidores de EGFR e inhibidores de angiogenesis. Un
estudio en fase I/II utilizando la combinacién de erlotinib y bevacizumab ha
demostrado actividad antineoplasica en carcinoma hepatocelular avanzado
(Yau et al, 2012), y en pacientes con carcinoma de células escamosas
avanzado de cabeza y cuello (Kundu y Nestor, 2012). Asimismo, existen
estudios en fase I/II en los que se administra erlotinib en combinacién con
sorafenib (inhibidor VEGFR y de quinasas RAF) para el tratamiento de
glioblastomas (Wick et al.,, 2011). Datos de un estudio de fase II de lapatinib
y bevacizumab en cdncer de mama metastadsico HER2+, indicaron que la
combinacidn es bien tolerada, con una actividad antitumoral prometedora
(Rexer y Arteaga, 2012). Los datos preliminares de un estudio de fase I con
everolimus (inhibidor de mTOR) y erlotinib en tratamientos de cancer de
mama avanzado han producido resultados alentadores (Barnett, 2012).
Tanto estudios preclinicos como clinicos, han mostrado que la combinacién
de EGFR TKIs con quimioterapia (Mahaffey et al, 2007; Riely et al., 2009;
Solit et al., 2005) atenua los efectos citotéxicos. Esto parece ser debido a que
las células son arrestadas en G1, protegiéndose de los efectos de los
quimioterapeuticos, que conducen a apoptosis preferentemente a células
que se encuentran en fase S (gemcitabina, derivados del platino,
pemetrexed) o en fase G2/M (taxanos) (Li et al, 2007; Solit et al, 2005;
Visentin et al., 2010).

Los complejos CDK/ciclina debido a su papel fundamental en la progresion
del ciclo celular, diferenciacidn, transcripciéon y apoptosis, son un atractivo
conjunto de dianas para el disefio de nuevos fairmacos anticancerigenos. En
las ultimas décadas, un gran nimero de inhibidores de CDKs con diferentes
mecanismos de accién han sido evaluados en ensayos preclinicos y clinicos.

Entre ellos, roscovitina es uno de los inhibidores que ha sido evaluado en
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profundidad, tanto en tratamientos individuales como combinados. Asi por
ejemplo, se ha demostrado que roscovitina es capaz de inducir apoptosis en
diferentes lineas tumorales ademas de potenciar el efecto antitumoral de
diversos agentes citotéxicos (Fleming et al., 2008; Grant y Roberts, 2003); en
combinacién con TRAIL induce la sensibilizacién de células de cancer de
mama resistentes (Ortiz-Ferron et al., 2008); en estudios clinicos en fase II
su combinacién con sapacitabina (inhibidor de la sintesis de DNA) ha
mostrado resultados positivos en el tratamiento de pacientes con tumores

solidos avanzados (Liu et al,, 2012), etc.

En este trabajo se ha puesto de manifiesto que la administracion conjunta de
TAT-NBI1, un inhibidor no competitivo de ATP del complejo CDK2 /ciclina A,
con erlotinib, un inhibidor de la actividad tirosina quinasa del EGFR, podria
aportar ventajas en los tratamientos antitumorales. Se ha demostrado, que
el cotratamiento provoca, tanto la disminuciéon de la dosis de erlotinib
necesaria para inducir muerte en las células sensibles como la
sensibilizacién de células resistentes. Ademas el cotratamiento es capaz de
inducir diferentes tipos de muerte celular en funcién de los componentes
genéticos de la linea celular analizada. Asi, se ha comprobado que el
cotratamiento TAT-NBI1/erl induce necroptosis en la linea celular MCF-7
(linea resistente a erlotinib) que carece de caspasa-3 (Douarre et al., 2005;
Janicke, 2009; Kweon et al., 2006; Meng et al.,, 2012). Por el contrario, en la
linea de cancer de mama SKBr3 (linea sensible a erlotinib), en la linea de
cancer de mama MDA-MB-468 y en la linea de cancer pulmén A549 (lineas
resistentes a erlotinib), el cotratamiento TAT-NBI1/erl induce muerte
celular mediada por apoptosis. Esta sensibilizacion de células tumorales,
tanto sensibles como resistentes a erlotinib, demuestra una mejora
importante en el valor terapéutico de los EGFR-TKI, cuando se administra en
combinacién con un inhibidor CDK/ciclina, y en particular con un inhibidor

no competitivo de ATP, como es TAT-NBI1.
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Un andlisis mas detallado del mecanismo molecular sugirié que la apoptosis
que desencadena el cotratamiento puede ser inducida por el estrés
genotoxico que se manifiesta por acumulacién de defectos en el DNA de las
células tratadas. Se ha observado también la disminucién de IAPs y
alteraciones en los niveles de las proteinas relacionadas con apoptosis, tales
como BCL-xL, MCL-1, BID y BIM, que inician la activacién de la via de
sefializacion apoptoética, que finalmente activa las caspasas y provoca el
desmantelamiento celular. Las IAPs tienen la capacidad de inhibir el
ripoptosoma, y ademas, son reguladores positivos de la via NF-kB, en la
sefializacion del complejo [, cuando se activa el receptor de TNFR1. Asi
mismo, las IAPs son frecuentemente desregulados en procesos tumorales, lo
que favorece la resistencia a la quimioterapia, progresion de la enfermedad,
un pobre prondstico y con ello la supervivencia celular. La deplecion de
IAPs, da como resultado la formacion del complejo IIB en respuesta a TNF-
R1 o la formacién del ripoptosoma, los cuales resultan en una rapida
activacion de la caspasa-8 y la induccion de la apoptosis (Feoktistova et al.,

2011).

Los datos obtenidos en el presente trabajo, sugieren que el estrés genotdxico
inducido por TAT-NBI1/erl depende de la activacion del ripoptosoma (Fig.
2.22) como la maquinaria molecular que conduce a la activacién del
caspasas-8 y -10. De hecho, en presencia del inhibidor de RIP1 (nec-1) la
muerte celular por apoptosis inducida por TAT-NBI1/erl se ve disminuida
drasticamente. Sin embargo, no podemos descartar la implicacién del
complejo IIB (Fig. 2.22) en el proceso. Para poder hacerlo seria necesario
bloquear las rutas de activaciéon de apoptosis extrinseca que provocan la
activacion de caspasa-8 mediante la formacion del complejo I1IB (TNF, TRAIL
0 CD95). En contraste, observamos una pobre activacion de la via intrinseca,
como demuestran los bajos niveles de salida de citocromo c y la falta de

activacion de caspasa-9. Esto apoya la idea de que en el mecanismo
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molecular de induccion de muerte celular la formacién del
ripoptosoma/complejo IIB tendria un papel relevante. Por otra parte, el
silenciamiento de caspasa-8 y caspasa-10, pero no de caspasa-2, disminuye
la activacién de caspasa-3/7 en células sometidas al cotratamiento TAT-
NBI1/erl sugiriendo la participaciéon de una via de sefializacién en la que la
caspasa-2 se sitda después de la activacién de caspasa-8/-10 (Fig. 2.19D).
Las funciones de caspasa-2 son todavia hoy por hoy controvertidas, aunque
se ha demostrado su papel en apoptosis (Janssens y Tinel, 2012; Kumar,
2009), también se ha descrito su contribucidn a supervivencia celular. De
hecho, se ha demostrado que caspasa-2 contribuye a un “feedback loop”
positivo por su participacién en la inhibicion de MDM2 que refuerza la
estabilidad de p53 y contribuye a la supervivencia celular y resistencia a

diversos farmacos (Oliver et al., 2011).

Se ha descrito recientemente que tratamientos escalonados en el tiempo con
erlotinib y doxo sensibilizaron a un subconjunto de células de cancer de
mama resistentes; en este estudio también se propuso un papel relevante a
caspasa-8 para este tipo particular de tratamiento combinado aunque no se
establecié definitivamente el mecanismo molecular (Lee et al, 2012). Con
nuestros datos se podria especular que en la base del mecanismo molecular
se podria también situar una activaciéon mediada por el ripoptosoma como la
propuesta en este estudio. La formacién del ensamblaje del ripoptosoma,
induce la muerte por apoptosis asi como la sefalizacion proinflamatoria que
puede dar lugar a la eliminacién del tumor. Algunos estudios han
demostrado que el estrés genotdxico no puede estimular la asociacién de
RIP1 con caspasa-8 en células normales, pero si en células tumorales (Tenev
et al, 2011), lo cual podria representar una ventaja prometedora para matar
selectivamente células tumorales. Esta claro, que se requiere trabajo

adicional para dilucidar plenamente si el ripoptosoma o el complejo 1IB es el
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complejo inductor de muerte y como este cotratamiento puede ser un

potencial tratamiento en cancer.
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Figura 2.22. Modelo de activacion de apoptosis tras el cotratamiento
con TAT-NBI1/erl. El tratamiento con TAT-NBI1/erl, induce estrés genotoxico,
que provoca la deplecién de IAPs. Como consecuencia se formaria el complejo IIB

en respuesta a TNF-R1 o el ripoptosoma, que activan caspasa-8 e inician la
activacion de muerte por apoptosis.
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Inhibidores de ciclo celular en procesos de regeneracion celular

3.1 INTRODUCCION

3.1.1. Inhibidores CDK en regeneracion celular

Esta bien establecido que las alteraciones en la actividad de las CDKs son
determinantes en la proliferaciéon de células tumorales y su inhibicion
contribuye a la disminucién de la proliferacién y a la induccién de apoptosis.
Sin embargo, en determinadas condiciones fisiolégicas, la parada del ciclo
celular mediante el uso de inhibidores de CDKs puede permitir a la célula
iniciar procesos de reparacion del dafio. Asi, recientemente, se ha planteado el
posible desarrollo de inhibidores de CDK como potenciales agentes
terapéuticos para el tratamiento de procesos de dafio neuroldgico. Se ha
descrito que la administracién de roscovitina induce inhibicién de apoptosis
con efectos neuroprotectores, antiexcitotéxicos y antiinflamatorios en
modelos de isquemia cerebral y enfermedades neurodegenerativas (Hilton et
al, 2008; lyirhiaro et al, 2008; Menn et al., 2010). Aunque el mecanismo
molecular no se conoce con detalle, se ha sugerido la implicaciéon de CDK5

(Hilton et al., 2008; Menn et al., 2010).

3.1.1.1. CDK5

CDKS5 es un miembro atipico de la familia de las CDKs, que fue descrita por
primera vez en 1992 (Hellmich et al, 1992; Hisanaga et al., 1993; Lew et al,
1992; Meyerson et al, 1992). Es una quinasa altamente conservada en
mamiferos que se expresa en todos los tejidos, aunque destacan los altos
niveles de expresion en el sistema nervioso central (Dhariwala y

Rajadhyaksha, 2008). CDK5 se regula por las proteinas p35 y p39,
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principalmente localizadas en la membrana, aunque pueden encontrase
también en nucleo o citoplasma. La proteina p25 es un fragmento proteolitico
de p35 (fragmento de 208 aminoacidos del extremo C-terminal de p35),
generado por calpaina (proteasa dependiente de calcio) que induce una
activacion de CDK5 sostenida en el tiempo y su cambio de localizacién al
nucleo, alterando asi la especificidad por sustrato. p35 es relevante para la
homeostasis del sistema nervioso ya que su déficit se asocia con la aparicion
de defectos en migracién neuronal y en la formacion y actividad sinaptica (Ko
et al, 2001). Ciclina I también se ha descrito como proteina reguladora de
CDKS5. Ciclina I se expresa constitutivamente en células diferenciadas como
neuronas, cardiomiocitos y podocitos. Los ratones nulos para ciclina I no
muestran alteraciones en el desarrollo, ni alteraciones fenotipicas evidentes.
Sin embargo, los podocitos de estos ratones son mucho mas susceptibles a la
entrada en apoptosis. Por el contrario, el aumento en la expresion de ciclina |
previene la muerte celular de podocitos tanto in vitro como in vivo (Griffin et
al, 2006). Por tanto se puede considerar que CDK5 tiene un papel dual
participando en la activacién de rutas de supervivencia y de apoptosis celular

(Fig. 3.1).

El complejo CDK5/p35 esta implicado en procesos tanto de supervivencia,
como de muerte celular mediante la fosforilacion de diversos sustratos (Fig.
3.1y Fig. 3.2). Regula negativamente la activacion de la via proapoptética de
JNK, directamente, fosforilando JNK3 (Li et al, 2002); participa en la
activacion de la ruta de supervivencia celular de la fosfatidil inositol 3
quinasa/AKT (PI3K/AKT) mediante la activaciéon de receptores ErbB. Los
complejos CDK5/ciclina I y CDK5/p35, regulan la expresion y fosforilacion de
las proteinas antiapoptéticas BCL-xL y BCL-2 (Brinkkoetter et al, 2009;
Cheung et al.,, 2008) y ademas CDK5/ciclina I media la activacién de rutas de

supervivencia como MEK/ERK (Brinkkoetter et al., 2009).
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Figura 3.1. CDK5 regula apoptosis y supervivencia celular. CDK5/p35
fosforila BCL-2 y ErbB, activando la via PI3K-Akt de supervivencia y, fosforila J]NK3 y
MEK1 inhibiendo la muerte celular. Sin embargo, en el nicleo CDK5/p35, rompe el
complejo de DP1 con E2F1, dando lugar a la inhibicién del ciclo celular y a la
activacion de rutas de apoptosis (adaptado de (Hisanaga y Endo, 2010)). El complejo
CDK/ciclina I activa por fosforilacién las proteinas BCL-2 y BCL-xL, promoviendo la
supervivencia celular (Brinkkoetter et al., 2009).

La actividad CDK5/p35 también influye en la disfuncién mitocondrial debido a
su capacidad de fosforilar peroxirredoxina 2 (Prx2) en el citoplasma. Prx2 es
una enzima antioxidante con actividad peroxidasa. La fosforilacion mediada
por CDKS5, reduce la actividad de Prx2 provocando el aumento del stress
oxidativo y por tanto de la muerte neuronal (Qu et al, 2007; Rashidian et al,
2009). Por otra parte CDK5, cuando se encuentra asociada a p25, esta
implicada mayoritariamente en la induccién de apoptosis (Fig. 3.2). CDK5
fosforila los receptores de glutamato dependientes de N-metil-D-aspartico
(NMDA) en el citoplasma, lo que hace aumentar la afluencia de calcio
provocando la activacidn de calpainas y por tanto la escision de p35 a p25,
dando lugar a la activacion prolongada del complejo CDK5/p25 que induce

muerte celular. Ademas, CDK5/p25 inhibe la accion del factor de
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transcripcidén prosupervivencia MEF2 (factor potenciador de miocitos 2).
(Gong et al, 2003); exacerba la muerte celular mediante la fosforilacion de
p53, aumentando con ello la transcripcion de BAX (Zhang et al, 2002);
fosforila HDAC1 y la inactiva, provocando la compactacion de la cromatina, la
inhibicion de la trascripcion de genes como p21, E2F-1, ciclina A y ciclina E y
la aparicién de roturas en el DNA de doble cadena lo que contribuye al
aumento de los procesos de muerte neuronal (Hisanaga y Endo, 2010; Kim et

al, 2008).
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Figura 3.2. Mecanismos de inducciéon de muerte celular mediados por
CDK5. En presencia de estimulos como estrés oxidativo o excitotoxicidad, las
calpainas cortan p35 produciendo p25, que cambia su localizacién al nicleo. La
interaccién de p25 con CDK5 induce la fosforilacién de diferentes sustratos
activando rutas de muerte celular. CDK5/p35 fosforila peroxirredoxina 2 (Prx2)
en el citoplasma inhibiéndola y provocando asi el aumento del stress oxidativo lo
que activa rutas de muerte celular (adaptado de (Hisanaga y Endo, 2010)).

Aunque el papel de CDK5 ha sido especialmente estudiado en cerebro y en

concreto en la regulacion de los procesos de muerte y supervivencia neuronal,
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en los ultimos anos se ha puesto de manifiesto su relevancia en otros tipos y
procesos celulares. Actualmente se reconoce su papel en procesos de
senescencia, transporte de glucosa, migracién y cicatrizaciéon (Lalioti et al.,
2009; Saikkonen et al., 2008; Tripathi et al., 2008). Sin embargo su regulacién
por los niveles de las proteinas reguladoras (p35, p25 y ciclina I) no esta
totalmente establecido y apunta a una regulacién en la que mas que la
abundancia relativa de una u otra proteina, lo que parece determinante son las
cantidades relativas entre ellas (Taniguchi et al, 2012). Con estos
antecedentes, se propuso como objetivo el estudiar el papel de los inhibidores
de CDKs en los mecanismos de recuperacion tisular tras procesos de isquemia
reperfusién (I/R) ligados a dafio renal como los producidos en la enfermedad

renal crénica (ERC).

3.1.2. Enfermedad renal cronica

La ERC es una pérdida progresiva e irreversible de las funciones renales, que
se caracteriza por una disminucién en el filtrado glomerular por debajo del
50%. Como consecuencia, los rifiones no eliminan los desechos metabdlicos ni
desempeifian sus funciones reguladoras, danando asi el equilibrio funcional del
individuo (Bagshaw, 2006). Existen dos tipos de tratamiento que se aplican
actualmente para el paciente con ERC, la didlisis (hemodialisis 6 dialisis
peritoneal) y el trasplante renal. En aquellos casos en los que es posible
realizar el trasplante, el tiempo de vida media del paciente se incrementa y
ante todo mejora su calidad de vida (Bagshaw, 2006). Segun datos del
Registro Nacional de Enfermos Renales la prevalencia de la enfermedad renal
terminal en tratamiento dialitico (ya sea hemodialisis o dialisis peritoneal) es
de 415 procedimientos por milléon de poblacién (pmp), de los cuales el 22%
son candidatos a trasplante renal. Se realizan mas de 2000 trasplantes

anuales, pese a ello, 4000 pacientes permanecen en lista de espera. Un 25%
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de los rifones son desechados para trasplante. Aunque las causas son
diversas, la preservacién del érgano desde el momento de la extraccién hasta
el momento de la implantacién en el individuo receptor determina, tanto la
viabilidad del trasplante como su correcta implantaciéon a corto y largo plazo.
Técnicamente, la operacion de trasplante de rifién es sencilla. Consta de tres
anastomosis o uniones: arterial, venosa y urinaria. Sin embargo, estd bien
documentado que periodos cortos de isquemia (15, 60 minutos) son
suficientes para observar eventos patofisiélogicos en los tabulos renales que
pueden comprometer la viabilidad del trasplante. Los rifiones son
particularmente susceptibles a la lesion isquémica renal. Una de las razones
es que la microvasculatura del rifién es muy compleja y debe cumplir con una
alta demanda de energia. En condiciones normales hay una sobredemanda de
oxigeno en los tejidos renales. En condiciones patolégicas, sin embargo, el
suministro de oxigeno se altera facilmente (Leong et al, 2007). Al extraer un
rifidn para trasplante se le somete a la deprivacion de oxigeno que puede
resultar en hipoxia celular y/o disoxia. La hipoxia celular se produce por una
disminucién en la disponibilidad de oxigeno. La disoxia celular, en contraste,
se refiere a un estado patolégico en el que se limita la capacidad de las
mitocondrias para realizar la fosforilacién oxidativa, independientemente de
la cantidad de oxigeno disponible (Connett et al., 1990; Legrand et al, 2008).
Estos cambios metabodlicos desencadenan una disminucion del ATP celular,
bajada del pH intracelular y pérdida del balance iénico (Kosieradzki y
Rowinski, 2008; Legrand et al, 2008). El proceso de reperfusiéon también es
critico para el 6rgano debido mayoritariamente a dos eventos. En primer
lugar, se produce un dafo oxidativo causado por el incremento de especies
reactivas del oxigeno (ERO) durante la reintroduccién de oxigeno en el tejido
previamente isquémico. El segundo es la activacion de una respuesta
inflamatoria, que provoca la infiltracién de polimorfonucleares (PMN) que
amplifican el dano celular. Este aporte de oxigeno necesario restablece la

actividad metabolica normal. Esto coincide con la aparicion de un pico de
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muerte celular por necrosis o apoptosis, puesto que las células dafiadas
disponen en este momento de la energia necesaria para llevar a cabo la
sintesis de proteinas necesarias para estos procesos (Kosieradzki y Rowinski,

2008).

Existen evidencias de que el dafio producido por PMN, puede ser mejorado
con agentes inmunosupresores tales como la ciclosporina (Singh et al., 2005) o
fingolimod (Delbridge et al., 2007). Por otra parte, compuestos inhibidores de
CDK, tales como el flavopiridol o roscovitina (Aydemir et al, 2002), han sido
utilizados como inmunosupresores y han mostrado proteccién frente a los

dafios producidos por los procesos de I/R (Osuga et al., 2000).

3.1.2.1. Modelos de isquemia celular

Imitar el microambiente isquémico, es posible, induciendo hipoxia-
hipercapnia, por privaciéon de nutrientes tales como glucosa o suero, o por la
acumulacion de desechos metabolicos (Biju et al, 2005; Russ et al, 2007).
Durante la hipoxia tisular, se produce siempre hipercapnia (exceso de CO3)
(Johnson y Weil, 1991), como resultado del metabolismo anaerébico. La
hipercapnia influye en los procesos apoptoéticos, en el metabolismo
mitocondrial y en el pH intracelular. Las mediciones de concentraciéon de CO>
en rifiones sometidos a hipoxia, muestran que en el microambiente renal las
concentraciones de CO; son cercanas al 18%. Asi, en busca de modelos de I/R
renal, Hotter y colaboradores (Hotter et al., 2004), desarrollaron un modelo de
isquemia en células tubulares renales porcinas (LLC-PK1) sometiendo las
células a hipoxia (1% 02) e hipercapnia (18% CO.), y posterior reoxigenacion
(Hx-Hp/Nx). Este tratamiento induce condensacién de la cromatina,
fragmentacion del DNA y un aumento de la actividad caspasa-3, que dirige la

entrada de las células en muerte por apoptosis. Debido a que el rifién porcino
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es similar al rifiédn humano estructural y funcionalmente (Russ et al., 2007), la

linea celular LLC-PK1 es ampliamente utilizada como modelo renal.

El objetivo de este apartado del trabajo consistié en evaluar el posible uso de
los inhibidores de CDKs y en concreto de TAT-NBI1, para el tratamiento y
prevencion de los dafios producidos en rifidn como consecuencia de un

proceso de isquemia renal.
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Resultados

3.2. RESULTADOS

3.2.1. Determinacion de condiciones subletales de TAT-
NBI1 y roscovitina en la linea celular LLC-PK1.

Para estudiar el posible papel de inhibidores de CDKs en células renales
sometidas a procesos de isquemia/reperfusion, se seleccion6 la linea celular
epitelial del tibulo proximal renal derivada de rifiones de cerdo, LLC-PK1. Para
mimetizar el proceso de I/R se eligi6 un modelo en el que las células se someten
a hipoxia (1% 02) e hipercapnia (18% CO) durante 24 horas, y posteriormente
a un tratamiento de 24 horas en condiciones de normoxia (5% CO2) (Hx-

Hp/Nx).

El primer objetivo fue determinar la sensibilidad de la linea LLC-PK1, a
roscovitina y TAT-NBI1. Se analizaron los valores IC50, asi como Ila
concentracion subletal, para los dos farmacos en condiciones de normoxia y en
Hx-Hp/Nx, con el fin de seleccionar condiciones donde ninguno de los
compuestos resultara téxico para las células (Fig. 3.3). Se selecciond la
concentracién de 5 uM para los tratamientos con roscovitina y TAT-NBI1. En
estas condiciones ambos farmacos mantienen la viabilidad celular por encima

del 80%.
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Figura 3.3. TAT-NBI1 y roscovitina tienen efecto citotoxico dependiente
de dosis en la linea celular LLC-PK1. Células LLC-PK1 fueron mantenidas en A.
normoxia durante 24 horas o B. sometidas a Hx-Hp 24 horas. Ambas fueron
tratadas con TAT-NBI1 (en verde) o roscovitina (azul) a las concentraciones
indicadas y finalmente, sometidas a 24 horas de normoxia. Los resultados
representan el valor promedio del porcentaje de disfuncion mitocondrial
determinado por MTT de 3 experimentos independientes.

3.2.2. Efectos antiapoptoéticos de TAT-NBI1 en el modelo de
isquemia/ reperfusion.

Utilizando el modelo de Hx-Hp/Nx, las células LLC-PK1 fueron sometidas a 24
horas de hipoxia/hipercapnia, posterior tratamiento con el vehiculo control o
con los inhibidores de CDK (TAT-NBI1 o roscovitina) y mantenidas 24 horas
mas en normoxia. En el cultivo celular sometido al proceso, en presencia de
vehiculo control, se produjo un pico de muerte celular por apoptosis
evidenciada por la activacion en caspasa-3/-7 (Russ et al, 2007). Sin embargo,
el tratamiento de las células con los inhibidores de CDKs (roscovitina o TAT-
NBI1), en condiciones subletales, provoco la inhibicion de la actividad caspasa-

3/7 (Fig. 3.4).
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Figura 3.4. EI tratamiento con TAT-NBI1 protege de la activacion de

apoptosis inducida por Hx-Hp/Nx. Células LLC-PK1 fueron sometidas a
condiciones de Hx-Hp. Después de 24 horas, las células fueron tratadas o no con
TAT-NBI1 (1 y 5 uM) o con roscovitina (1 y 5 uM) y mantenidas durante 24 horas en
normoxia. La actividad caspasa 3-7 fue analizada en los extractos citosélicos (50 pug)
mediante adicién del substrato Ac-DEVD-AFC. Los resultados representan el valor
promedio de actividad DVDasa en 3 experimentos independientes. (Anova de 1 via,
Dunnett; ***p valor <0,0001).

3.2.3. Incremento en la viabilidad celular mediada por TAT-
NBI1 en el modelo de isquemia/reperfusion renal

Tras comprobar que el tratamiento con TAT-NBI1 o roscovitina disminuyé la
actividad caspasa, sugiriendo una actividad antiapoptética, se analizaron las
consecuencias en términos de viabilidad celular mediante el ensayo de tincién
celular con el colorante vital azul de tripan. Los resultados demostraron que el
tratamiento con TAT-NBI1 indujo un aumento significativo en la viabilidad
celular (Fig. 3.5). El tratamiento Hx-Hp/Nx indujo un 60% de muerte en las
células control, mientras que en presencia de TAT-NBI1 la viabilidad celular se
mantuvo en torno al 80%. Los resultados obtenidos fueron similares cuando

las células se trataron con roscovitina.
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Figura 3.5. El tratamiento con TAT-NBI1 protege de la muerte celular
inducida por Hx-Hp/Nx. Células LLC-PK1 tratadas como se indica en la figura 3.4
se tifieron con el colorante vital azul de tripan para evaluar cambios en viabilidad
celular. Los resultados representan el valor promedio del porcentaje supervivencia
celular respecto al control en normoxia en 3 experimentos independientes (Anova
de 1 via, Dunnett; ***p < 0,0001; **p < 0,01).

3.2.4. Estudio del mecanismo molecular de recuperacion
inducido por el tratamiento con TAT-NBI1 en el modelo de
isquemia/reperfusion renal

El siguiente objetivo fue, determinar el mecanismo molecular por el cual los
inhibidores de CDKs ejercen un efecto protector después de un proceso de Hx-
Hp/Nx. Como se ha presentado en la introduccién, se ha propuesto un papel
relevante para CDKS5 en la regulacion y activacion de rutas de supervivencia y
de apoptosis celular, especialmente en sistema nervioso central. Se postuld
entonces la hipotesis de que CDK5 estuviese también implicada en el
mecanismo molecular subyacente a la recuperacion de células renales tras un
proceso de I/R. TAT-NBI1 mostrd, in vitro, actividad inhibidora de CDK5 con
una IC50 de 7 pM (capitulo 1, Tabla 1.4), por lo que su efecto podria estar

relacionado con la inhibicién de esta quinasa.
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Para analizar la participacién de CDK5 en este proceso, se determinaron, en
primer lugar, los niveles de expresion de CDK5 y sus proteinas reguladoras
p35/p25 y ciclina I, en el modelo de Hx-Hp/Nx en LLC-PK1. Los niveles
proteicos de CDK5 se mantuvieron constantes independientemente del tipo de
tratamiento o de la presencia de los inhibidores (Fig. 3.6). En normoxia, el
tratamiento con TAT-NBI1 no indujo modificacién de los niveles proteicos de
p35/p25. Al someter las células a condiciones de Hx-Hp/Nx se observo un
aumento de los niveles proteicos, mas acusado en el caso de p25. Cuando las
células se sometieron a condiciones de Hx-Hp/Nx pero en presencia de TAT-
NBI1, se revirtieron los niveles proteicos de p35/25 a los niveles control (Fig.
3.6). El nivel proteico de ciclina I disminuy6 significativamente en células
sometidas a Hx-Hp/Nx, sin embargo, en presencia de TAT-NBI1 no se observo
tal disminucién. Cabe destacar que en condiciones de normoxia la presencia de

TAT-NBI1 no produjo cambios en los niveles proteicos de ciclina I (Fig. 3.6).
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Figura 3.6. El tratamiento con TAT-NBI1 reestablece los niveles de
p35/p25 y ciclina I en el modelo Hx-Hp/NXx. Las células LLC-PK1 fueron
tratadas como se indica en la figura 3.4. Tras los tratamientos, la expresién de CDK5,
p35/25 y ciclina I fue analizada mediante western blot utilizando los anticuerpos
detallados en el apartado 5.3.1.6 de materiales y métodos. Los blots fueron
incubados contra tubulina como control de carga.

En podocitos renales se ha descrito que la activacién de CDK5 por ciclina I,
regula la expresiéon de BCL-2 y BCL-xL mediante la activacion de la via

MEK/ERK lo que favorece la supervivencia (Brinkkoetter et al, 2009;
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Brinkkoetter et al, 2010; Taniguchi et al, 2012). Se evalué si esta base
mecanicista era extrapolable al modelo de Hx-Hp/Nx establecido en las células
de tdbulo renal LLC-PK1. En condiciones Hx-Hp/Nx se observdé una
disminucién en la fosforilacion de ERK1 (44kDa, Fig. 3.7), respecto del control,
que implicaria la pérdida de senales de supervivencia celular. Sin embargo, los
niveles de fosforilacién de ERK1 no se vieron afectados en las células sometidas
a Hx-Hp/Nx en presencia de TAT-NBI1 y la disminucién fue moderada en

presencia de roscovitina (44kDa, Fig. 3.7).

Se ha demostrado que las células LLC-PK1 sometidas a Hx-Hp/Nx muestran
rasgos fenotipicos de apoptosis que en determinadas situaciones pueden
derivarse de la acumulacién de dafios que afectan a la integridad del DNA. Se
evalud esta posibilidad mediante el analisis del estado de fosforilacién de la
histona H2Ax. Los resultados mostraron que la Hx-Hp/Nx indujo un aumento
en la fosforilacion de H2Ax, en ausencia, pero no en presencia de TAT-NBI1. En
estas ultimas condiciones se obtuvieron niveles de fosforilaciéon de H2Ax
comparables a los de las células control mantenidas en normoxia (Fig. 3.7).
También se analiz6 el estado de la maquinaria de reparacion de DNA mediante
la evaluacion del estado de fosforilacion de CHK1. Cuando las células fueron
sometidas a Hx-Hp/Nx, se observ6 una marcada disminucion en la fosforilacion
de CHK1, por el contrario, cuando el tratamiento se llevo a cabo en presencia
deTAT-NBI1, los niveles de fosforilacion fueron semejantes a los obtenidos para
las células control en normoxia (Fig. 3.7). Las consecuencias del tratamiento

fueron similares en presencia de roscovitina.
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Figura 3.7. El tratamiento con TAT-NBI1 favorece la activacién de la via
de supervivencia ERK1/2 y los procesos de reparacion del DNA, en el
modelo de Hx-Hp/NX. Las células LLC-PK1 fueron tratadas como se indica en la
figura 3.4. Tras los tratamientos, la fosforilacién de ERK1/2, H2AX y CHK1 fueron
analizados mediante western blot utilizando los anticuerpos detallados en el
apartado 5.3.1.6 de materiales y métodos. Los blots fueron incubados contra
tubulina como control de carga.

Los resultados precedentes apuntan a que las células LLC-PK1, cuando se
someten a Hx-Hp/Nx, acumulan dafio en el DNA y presentan problemas en los
mecanismos de reparacion. Se ha descrito que el dafio oxidativo en el DNA
(oxidacién de las bases y roturas de la cadena) es una consecuencia severa del
estrés oxidativo asociado a I/R que induce apoptosis (Cooke et al, 2003;
Kryston et al, 2011). En la regulacion de la compleja comunicacién entre las
distintas rutas de sefializaciéon implicadas en el proceso en su conjunto, CDK5

parece tener un papel relevante.

Para profundizar en esta hipdtesis, se llevo a cabo el silenciamiento génico de
CDK5 y se observé que, tanto TAT-NBI1 como roscovitina, dejaron de ejercer
efecto alguno en los procesos evaluados sugiriendo, en primer lugar, que CDK5
es la diana celular de TAT-NBI1. En ausencia de CDK5, TAT-NBI1 no inhibi6 la
actividad caspasa-3/-7 inducida por Hx-Hp/Nx (Fig. 3.8A); no se observaron
modificaciones significativas en los niveles proteicos de p35/p25 y ciclina I ni
en el estado de fosforilacion de ERK (Fig. 3.8B). Sin embargo, hay un hecho

llamativo que se puede deducir de estos resultados y pone en evidencia la
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complejidad de los procesos celulares responsables de decisiones tan
importantes para la célula como adoptar rutas de supervivencia o muerte. El
silenciamiento génico de CDK5 no previno la muerte celular inducida por Hx-
Hp/Nx. En cambio, por lo expuesto hasta ahora, en presencia de CDKS5, su
inhibicién por TAT-NBI1 previene muerte celular inducida por Hx-Hp/Nx. Esto
sugiere que CDK5 no participa directamente en la induccién de muerte celular
pero es determinante para permitir la activacion de los procesos de
recuperacién celular. Cuando CDK5 permanece activa, la célula sometida a

estrés oxidativo no es capaz de acceder a mecanismos de recuperacion.
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Figura 3.8. CDKS5 no participa en la induccion de apoptosis pero si en la
recuperacion celular mediada por TAT-NBI1. Las células LLC-PK1 fueron
transfectadas con siRNA de CDKS5 o siRNA control (random). 24 horas, después del
silenciamiento fueron, sometidas a Hx-Hp durante 24 horas, tratadas con TAT-NBI1
o roscovitina y mantenidas durante 24 horas en normoxia. A. Actividad caspasa-3/7
(DVDasa) de los extractos citosolicos de LLCPK-1. Los resultados representan el
valor promedio de la actividad DVDasa en 3 experimentos independientes (Anova de
1 via, Dunnett; **p < 0,0001; **p < 0,01). B. Tras los tratamientos descritos en A los
niveles de expresion en los extractos proteicos totales (100 pg) de CDKS5, p35, ciclina
I, ERK1/2 y y-H2Ax fueron analizados mediante western blot. Los blots fueron
incubados contra GAPDH como control de carga. Los analisis densitométricos
evaluaron que el silenciamiento de CDKS5 fue del 52%.

No obstante, para confirmar la participacién de CDKS5, las células LLC-PK1 se
transfectaron con un dominante negativo de CDK5 (DNcdk5). El DNcdk5
compite con la proteina CDK5 endégena por la unién con sus activadores y

sustratos. Sin embargo, el DNcdk5 tiene una mutacién puntual en el sitio
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catalitico y por tanto es cataliticamente inactiva. Los resultados obtenidos tras
transfectar con el DNcdk5 muestran similitud con los obtenidos tras el
silenciamiento de CDK5. El proceso Hx-Hp/Nx induce activaciéon de caspasas
que no es inhibida por TAT-NBI1, aunque si se observéd una cierta inhibiciéon
por roscovitina (cabe recordar que roscovitina es un inhibidor competitivo de
ATP y podria estar afectando la actividad de alguna proteina quinasa accesoria
del proceso) (Fig. 3.9A). Por otra parte, en las células en las que se
sobreexpres6 CDK5 mediante la transfecciéon con un vector recombinante que
expresa el tipo silvestre de CDK5 (WtCDKS5), el tratamiento de Hx-Hp/Nx
permitié la activacion de caspasas. Es destacable que, considerando las
cantidades relativas de CDK5 presentes en las células silvestres y en las que se
sobreexpreso, la magnitud de la activacion de caspasas inducida por Hx-Hp/Nx
es similar. Sin embargo, la inhibicion de la actividad caspasa si fue dependiente
de la cantidad relativa de CDK5 en la célula. Asi, mientras en las células
silvestres concentraciones de TAT-NBI1 de 1 uM y 5 uM inducen una inhibiciéon
en torno al 80%, en células con CDK5 sobrexpresada las mismas
concentraciones de inhibidor indujeron inhibiciones unicamente en torno al
15% y 50%, respectivamente (Fig. 3.9C). Estos resultados podrian relacionarse
con el papel dual que puede ejercer CDK5 en el control de la supervivencia y la
muerte celular. En este punto, la subunidad reguladora de CDK5 se considerd
que deberia de influir y por tanto, se decidi6 estudiar la implicacién de dichas

subunidades en el mecanismo de recuperacion mediado por TAT-NBI1.
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Figura 3.9. CDK5 activa es necesaria para el efecto antiapoptético de
TAT-NBI1. Las células LLC-PK1 fueron transfectadas con DNcdk5 y WtCDK5. 24
horas, después de la transfecciéon fueron, sometidas a Hx-Hp durante 24 horas,
tratadas con TAT-NBI1 o roscovitina y mantenidas durante 24 horas en normoxia.
A/C. Actividad caspasa-3/7 (DvDasa) de los extractos citosélicos. Los resultados
representan el valor promedio de la actividad DVDasa en 3 experimentos
independientes (Anova de 1 via, Dunnett; ***p < 0,0001; **p < 0,01; *p < 0,05). C/D.
Los niveles de expresion de DNcdk5 y WtCDK5 respectivamente fueron
determinados por western blot.

En células, tanto en normoxia como en Hx-Hp/Nx, se observo que p25 era mas
abundante que p35 (Fig. 3.6) aunque en condiciones de Hx-Hp/Nx ambas
proteinas aumentaron en cantidad relativa, efecto inhibido en presencia de
TAT-NBI1. Cabe tener en cuenta que p25 es resultado de la escision mediada
por calpaina de p35, por tanto es de suponer que tanto la estabilidad intrinseca
de p35 frente a procesos de degradacién proteica, como la activacion de
calpaina, deben influir en los niveles relativos de p35 y p25. En primer lugar, se

estudid el efecto de la inhibicidn del procesamiento de p35 a p25, mediante la
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utilizacién del inhibidor de calpaina (ALLN, N-[N-(N-Acetyl-L-leucyl)-L-leucyl]-
L-norleucine). Como cabia esperar, el procesamiento de p35 a p25 disminuyd
tras el tratamiento con ALLN, al tiempo que se observ6 una menor activacion
de caspasa-3/7 inducida por Hx-Hp/Nx. (Fig. 3.10A). Se observé en paralelo

un aumento en los niveles de expresidn de ciclina I (Fig. 3.10B).
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Figura 3.10. El tratamiento con inhibidor de calpaina tiene efecto
antiapoptdético. Las células LLC-PK1 fueron sometidas a Hx-Hp, tratadas con TAT-
NBI1 o con un inhibidor de calpaina e incubadas durante 24 horas en normoxia. A.
Actividad caspasa-3/7 (DVDasa) de los extractos citosélicos. Los resultados
representan el valor promedio de la actividad DVDasa en 3 experimentos
independientes (Anova de 1 via, Dunnett; ***p < 0,0001). B. Niveles de expresion de
p35/p25, CDKS5 y ciclina I determinados por western blot.

Por tanto, en células LLC-PK1 sometidas a Hx-Hp/Nx, el tratamiento con
inhibidores de la actividad CDK5 y con un inhibidor de calpaina (responsable
del procesamiento de las subunidades reguladoras de CDKS5) tiene efectos
similares. Ambos inducen una disminucién de p25 y un incremento en ciclina I,

que se traducen en la inhibicion de apoptosis.

Como cabia esperar, el silenciamiento génico de p35 en las células LLC-PK1
conllevé una disminucién de la actividad caspasa-3/7 inducida por Hx-Hp/Nx
(Fig. 3.11). No obstante, la actividad caspasa-3/7 residual sigui6 siendo

inhibible por TAT-NBI1 (Fig. 3.11).
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Figura 3.11. El silenciamiento de p35 tiene efectos similares a los
producidos por TAT-NBI1. Las células LLC-PK1 fueron transfectadas con siRNA
de p35 o siRNA control (random). 24 horas, después del silenciamiento fueron,
sometidas a Hx-Hp durante 24 horas, tratadas con TAT-NBI1 o roscovitina y
mantenidas 24 horas de normoxia. A. Actividad caspasa-3/7 (DVDasa) de los
extractos citosolicos. Los resultados representan el valor promedio de la actividad
DVDasa en 3 experimentos independientes (Anova de 1 via, Dunnett; ***p < 0,0001;
**¥p < 0,01; *p < 0,05). B. Niveles de expresion de p35, CDK5 y ciclina I, tras el
silenciamiento de p35 (el silenciamiento determinado por andlisis densitométrico
fue del 48%) determinados por western blot.

A continuacioén se llevo a cabo el silenciamiento génico de ciclina I. Se observo
que, en estas condiciones, el efecto antiapoptético de TAT-NBI1 en el modelo de
I/R, se ve drasticamente disminuido. En ausencia de ciclina I, el tratamiento
con TAT-NBI1 no inhibié ninguno de los parametros analizados asociados a la

muerte celular inducida por Hx-Hp/Nx (Fig. 3.12).
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Figura 3.12. El silenciamiento de ciclina I induce apoptosis y bloquea el
efecto antiapototico TAT-NBI1. Las células LLC-PK1 fueron transfectadas con
siRNA de ciclina I o siRNA control (random). 24 horas, después del silenciamiento
fueron, sometidas a Hx-Hp durante 24 h, tratadas con TAT-NBI1 o roscovitina y
mantenidas 24 horas de normoxia. A. Actividad caspasa-3/7 (DvDasa) de los
extractos citosolicos. Los resultados representan el valor promedio de la actividad
DVDasa en 3 experimentos independientes (Anova de 1 via, Dunnett; ***p < 0,0001;
**p < 0,01; *p < 0,05). B. Niveles de expresion de ciclina I, CDKS5, p35, ERK1/2 y y-
H2AX, tras el silenciamiento de ciclina I (el silenciamiento determinado por analisis
densitométrico fue del 55%) fueron determinados por western blot.
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3.3. DISCUSION

En el presente estudio se muestra que el tratamiento con un inhibidor de
complejos CDK/ciclina protege a las células de tibulo proximal renal frente al
dafio inducido en un modelo de I/R (Hx-Hp/Nx). En concreto, el tratamiento
con TAT-NBI1 después de someter las células a Hx-Hp/Nx tiene un efecto
antiapoptoético, que ademas, se traduce en un incremento de la viabilidad
celular. Los resultados sugieren que el mecanismo de acciéon del compuesto

requiere de la formacién del complejo CDK5/ciclina I (Fig. 3.12).

CDKS5, mediante su asociacidon con p25, tiene un papel activo en el proceso de
induccién de muerte en neuronas sometidas a diferentes estimulos de stress
entre los que se incluyen los relacionados con I/R (Paoletti et al, 2008;
Rashidian et al, 2005). De este modo, su inhibicion mediante el uso de
inhibidores de CDK clasicos como roscovitina, produce la recuperacién celular
(Aydemir et al, 2002; Timsit y Menn, 2007; Topaloglu et al, 2003). En
podocitos, células renales postmitoticas encargadas del proceso de filtracion
glomerular, se ha demostrado la implicacién de CDKS5, ciclina I y p35 en
procesos de supervivencia celular (Brinkkoetter et al, 2010; Griffin et al,
2006). Los ratones doble KO para ciclina I y p35 presentan un fenotipo renal
normal, sin embargo la inducciéon de enfermedad glomerular, provoca la
aparicién de una apoptosis exacerbada en los mutantes dobles para ciclina [ y
p35. Estos resultados destacan la implicacién de estas proteinas en procesos de
supervivencia celular ligados a situaciones de stress (Taniguchi et al, 2012).
Por tanto, el equilibrio entre los diferentes reguladores de CDK5, su localizacion

celular asi como el tipo celular, parecen ser factores clave que determinan la
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funcién de CDK5 en supervivencia o muerte. La variacién de dicho equilibrio

celular puede desencadenar que se favorezcan unas vias respecto a otras.

A pesar de que los estudios de expresion de CDK5 y p35 demuestran que estas
proteinas estdn presentes en practicamente todos los tejidos

(http://www.genecards.org/; CDK5 cdédigo: GC07M150750; p35 codigo:

GC17P030813), su papel en otros tipos celulares no ha sido estudiado. En este
trabajo, se ha demostrado que en células de tibulo renal sometidas a I/R, es
necesaria la presencia de CDK5 activa para que los inhibidores de complejos
CDK/ciclina, TAT-NBI1 y roscovitina ejerzan su funcién protectora (Fig. 3.8 y
Fig. 3.9C). Dado que CDK5 es capaz de sefializar tanto rutas de supervivencia
celular como de muerte, podriamos considerarlo como un sensor del estado
celular. Proponemos, por tanto, que en células del tibulo renal el sensor se
encuentra en estado de equilibrio, puesto que su silenciamiento no tiene ningin
efecto en normoxia, ni provoca variaciones en la muerte celular inducida por
I/R (Fig. 3.6 y Fig. 3.8). Sin embargo, la aplicacién de un inhibidor de
CDK5/p35 como TAT-NBI1, provoca una clara disminucion de p35/p25
posiblemente favoreciendo la asociacion de CDKS5 con ciclina I. Aunque no se
ha podido disponer de p35 recombinante para llevar a cabo estudios de unién a
TAT-NBI1, se podria asumir que el péptido se une a p35 (de forma analoga a
como se une a ciclina A inhibiendo la actividad del complejo CDK2/ciclina A)
inhibiendo la formacién del complejo. Este hecho disminuiria, la ya de por si
corta, vida media de p35, que a su vez, impediria tanto su procesamiento a p25
como la estabilizacion del complejo CDK5/p25 implicado en seializacién a
muerte celular. Ademas, la ciclina I tiene mayor homologia de secuencia con
ciclina E que con otras ciclinas (Nakamura et al, 1995). No se ha podido
caracterizar la capacidad de unién de TAT-NBI1 a ciclina I pero estudios
previos de modelado molecular y de actividad sugirieron que TAT-NBI1 no se
unia a ciclina E, por tanto se podria hipotetizar que el péptido tiene también

baja afinidad por unir ciclina I. Por tanto, la disminucién de complejos
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Conclusiones

CDK5/p25 y la formaciéon de complejos CDK5/ciclina 1 favoreceria asi la
activacion de vias de supervivencia celular como la inducida por ERK1/2 (Fig.
3.7). Estos datos concuerdan con el hecho de que el silenciamiento de ciclina I
no provoca cambios en la induccién de apoptosis, pero si elimina el efecto
protector de TAT-NBI1 y roscovitina. Por tanto, si el silenciamiento de ciclina I,
al igual que la eliminacién de CDKS5, no tienen ningun efecto sobre la induccién
de muerte celular, pero si influyen en la recuperaciéon mediada por estos
compuestos, es razonable suponer la implicacién del complejo CDKS5 /ciclina I
en dicha recuperacion. A favor de esta interpretacion estan los resultados
obtenidos en presencia de inhibidores de calpaina, que evitan el procesamiento
de p35 a p25; p35 seria degradada impidiendo la accidn deletérea para la célula
de CDK5/p25. En presencia de los inhibidores de calpaina se obtienen
parametros fenotipicos similares a los obtenidos en presencia de TAT-NBI1 en

el modelo I/R en las células LLC-PK1 (Fig. 3.10).

El mecanismo de accion de TAT-NBI1, consiste en la inhibicién del complejo
CDK/ciclina mediante la unién selectiva a un bolsillo hidrofébico en la
superficie de ciclina, que altera la conformacion del complejo. Este bolsillo no
se encuentra presente en todas las ciclinas. De hecho TAT-NBI1 inhibe el
complejo CDK2/ciclina A mientras que no posee la capacidad de inhibir el
complejo CDK2/ciclina E. Las bases moleculares de la interaccion especifica de
TAT-NBI1 con el complejo CDK5/p35 frente al complejo CDK5 /ciclina I podrian
por tanto estar fundamentadas en las diferencias estructurales entre ciclinal y
p35. De hecho, estructuralmente ciclina [ esta mas estrechamente relacionada
con ciclina G y E (Landberg et al, 2005; Nakamura et al, 1995), lo que
explicaria la incapacidad de TAT-NBI1 para inhibir este complejo. Sin embargo
estos datos no explicarian el comportamiento paralelo que observamos en
roscovitina, que in vitro ha mostrado la capacidad de inhibir también al
complejo CDK5/ciclina I (Brinkkoetter et al, 2009). La compleja regulacion de

la funcién de CDKS5, en la que intervienen factores multiples, como la presencia
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o no de sus diferentes activadores, su estabilidad, su estado de procesamiento,
de fosforilacion, su diferente localizacién celular etc. hacen que estemos ante un
proceso complicado, que esta s6lo empezando a descifrarse en los tltimos afios.
El hecho de que roscovitina inhiba otros complejos o que haya una regulaciéon
cruzada entre los niveles de p21 y ciclina I (Griffin et al., 2006), son factores que
pueden determinar que el modo de accién de este compuesto sea similar al que

proponemos para TAT-NBI1.
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Inhibidores de la enzima GAPDH

4.1 INTRODUCCION

La enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) esta implicada en
el proceso de glucotlisis. GAPDH cataliza la fosforilacién oxidativa del
gliceraldehido-3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato, utilizando dinucleétido de

adenina y nicotina (NAD*) como aceptor de electrones (Sirover, 1999).

‘ Glucosa

{
> hexoquinasa
ADP

Glucosa -6-fosfato ——> Sintesis do

Nucleotidos
glucosa-6-fosfato

isomerasa

Fructosa 6-fosfato
Fructosa 1,6-bisfosfato

Gliceraldehido-3--fosfato
NAD+

GAPDH <
NADH

1,3- bifosfoglicerato

Sintesis de
Lipidos

Fosfoglicerato Sintesis de

ADP
quinasa > Aminoacidos

Fosfoenolpiruvato

ADP> Piruvato
quinasa
: PDH ﬁc? 5
Piruvato ———> ) | Acetil-CoA

NADH /\
s > LDH NaD+ NADH \

Fuente de energia alternativas:
Lactato Aminoacidos y acidos grasos

Figura 4.1. Esquema de la glucdlisis. La glucosa es oxidada a lactato o
piruvato. Bajo condiciones aerobicas, el producto dominante en la mayoria de
tejidos es el piruvato y la via metabdlica se conoce como glucoélisis aerdbica.
Cuando el oxigeno disminuye, el producto glucolitico dominante en muchos tejidos
es el lactato y el proceso se conoce con el nombre de glucélisis anaerobia. Los
substratos y productos de la reacciéon se muestran en azul y las enzimas en verde.
Los dos intermediarios de alta energia cuya oxidacion se acopla a la sintesis de ATP
se indican en rojo (1,3-bifosfoglicerato y fosfoenolpiruvato) (adaptado de
(Pelicano et al,, 2006)).

141



Inhibidores de la enzima GAPDH

Ademas de su funcion metabdlica, diferentes estudios han demostrado la
participacion de GAPDH en otras funciones celulares como la fusién de la
membrana celular, la divisién celular y reparaciéon de DNA, la endocitosis, la
sinapsis neuronal y las adaptaciones al ambiente (Guo et al, 2012). Ademas,
GAPDH se encuentra involucrada en la regulacion del ciclo celular mediante la
modulacién de la actividad del complejo CDK1/ciclina B, facilitando la entrada
en mitosis y progresion del ciclo celular (Carujo et al., 2006). Por otra parte,
GAPDH esta implicada en apoptosis. Se ha observado desregulacién en la
actividad glucolitica de GAPDH en células de pacientes con enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer o Huntington (Tatton et al, 2000). De
hecho, un estudio realizado en cultivos de neuronas de cerebelo, evidencid
que un aumento en los niveles de GAPDH y su posterior translocaciéon al
nucleo precedieron a la muerte neuronal. De hecho, cuando las células se
trataron con oligonucleétidos antisentido dirigidos contra el RNA mensajero
de GAPDH de observé un efecto protector poniendo de manifiesto que GAPDH
puede constituir una diana farmacoldgica de interés (Ishitani et al, 1998).
Estas observaciones iniciales se ampliaron a células no neuronales y quedd
establecido que la acumulacién nuclear de GAPDH precede a la induccién de
apoptosis y puede ser antagonizada mediante la sobreexpresion de BCL-2
(Sawa et al, 1997). Por tanto, compuestos inhibidores de GAPDH podrian
representar una buena estrategia para abordar tratamientos en enfermedades

neurodegenerativas (Tristan et al,, 2011).

Consolidado el papel de GAPDH como agente proapoptotico resulta paradéjico
que se encuentre sobreexpresada en la mayoria de los canceres humanos (Guo
et al, 2012; Sawa et al., 1997). Los trabajos pioneros de Warburg en 1924
(revisado en (Vander Heiden et al, 2009)) pusieron de manifiesto que las
células cancerosas metabolizan la glucosa de forma diferente a las células
normales. Warburg descubrié que a diferencia de la mayoria de las células

normales, las células tumorales muestran una elevada tasa de captacion de
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glucosa y un metabolismo glucolitico muy elevado en presencia de niveles
fisiolégicos de oxigeno que da lugar a un aumento del metabolismo celular,
relacionado con el aumento de la agresividad del tumor y un mal pronéstico
del paciente en varios tipos de cancer (revisado en (Sawa et al., 1997)). Este
aumento en el metabolismo puede atribuirse a multiples factores tales como,
la disfuncién mitocondrial, el ambiente hipdxico y la acumulacién de sefiales
oncogénicas. En el contexto del cancer, la hipoxia es de particular interés ya
que se ha propuesto que el ambiente hipoxico en el que, en ocasiones, se
desarrolla un tumor promueve la estabilizaciéon del factor inducible por
hipoxia 1la (HIFla) (Semenza, 2000) que, a su vez, induce directamente la
transcripcidn de enzimas glucoliticas como GAPDH (Semenza et al., 1994). Las
células tumorales generan ATP en la glucdlisis, a pesar de tratarse de un
proceso mucho menos eficiente, desde el punto de vista energético (dos ATP
por glucosa), que la fosforilacidn oxidativa (36 ATP por glucosa). Por lo tanto,
las células cancerosas consumen mas glucosa que las células normales para
mantener el suficiente suministro de ATP. Este aumento en la glucélisis por
parte de las células tumorales, ha conducido a la hipétesis de que la inhibicién
en esta via puede suprimir la generacion ATP en las células cancerosas y por
lo tanto puede ser una manera eficaz de atacar a las células tumorales sin
afectar al tejido normal. Cuando se inhibe la glucélisis, las mitocondrias
intactas en las células normales pueden usar fuentes alternativas de energia
tales como los acidos grasos y aminoacidos para la produccion ATP a través de

la respiracion (Fig. 4.2).
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Figura 4.2. Representacion esquematica de las diferencias entre la
fosforilacion oxidativa y la glucélisis. En presencia de oxigeno, las células
normales metabolizan glucosa para convertirla en piruvato a través de la glucélisis
y oxidan el piruvato en la mitocondria en el proceso de fosforilacién oxidativa.
Cuando el oxigeno es limitante, las células pueden redirigir el piruvato generado
por la glucoélisis mediante la generacion de lactato (glucdlisis anaerdbica). Las
células tumorales tienden a convertir la mayoria de glucosa a lactato
independientemente de si el oxigeno estd presente (glucélisis aerdbica, efecto
Wasburg). Esta propiedad es compartida por los tejidos normales en proliferacién

(adaptado de (Vander Heiden et al, 2009)).

Varios ensayos clinicos han demostrado resultados prometedores con
inhibidores de la glucdlisis (Pelicano et al, 2006).
dicloroacetato (DCA), una sustancia utilizada para el tratamiento de nifios con
acidosis lactica (Stacpoole et al., 2006). Su mecanismo de accién se basa en la
inhibiciéon de la enzima piruvato quinasa deshidrogenasa (PDK), la cual a su
vez inhibe la piruvato deshidrogenasa (PDH), enzima que regula el flujo de
piruvato al ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) (Fig. 4.1). La inhibicién de

PDK con DCA, activa PDH, lo que desplaza el metabolismo de la glucosa a
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partir piruvato en direccidn a la producciéon de acetil coenzima A (acetil-CoA)
(Michelakis et al, 2008). DCA se ha mostrado por tanto como potencial
tratamiento antitumoral, ya que reduce el crecimiento del tumor (Michelakis
et al, 2008). Sin embargo, ya han surgido algunos tipos de cancer que han
desarrollado resistencias al DCA (Papandreou et al, 2011; Washington y
Quintyne, 2012).

Asi, el desarrollo de nuevos inhibidores de la glucélisis representa un area
importante de investigacién para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas y en la terapia del cancer. En el presente estudio, hemos
llevado a cabo un cribado de quimiotecas para la identificacién de inhibidores

potenciales de GAPDH.
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Resultados

4.2. RESULTADOS

4.2.1 Cribado de quimiotecas para la identificacion de

inhibidores de GAPDH.

El primer objetivo fue la puesta a punto de un ensayo de actividad GAPDH
adaptado a placas de 96-pocillos para llevar a cabo los cribados de las
quimiotecas. Como se ha descrito en la introduccién, GAPDH, cataliza la
fosforilacion oxidativa del gliceraldehido-3-fosfato produciendo 1,3-
difosfoglicerato, gracias a la reduccién del dinucleétido de adenina y
nicotinamina (NAD*) a NADH. Dicha reduccién puede ser monitorizada
mediante espectroscopia de fluorescencia, dado que el NADH presenta un

maximo de absorcién a 340 nm y un maximo de emisién a 465 nm (Fig. 4.3).
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Figura 4.3. Estandarizacion de la actividad GAPDH in vitro. A. Espectro
de excitacion y emision de fluorescencia de NADH, que presenta un maximo
de absorcién a 340 nm y de emisién a 465 nm. B. Andlisis de la actividad
GAPDH a diferentes concentraciones de NAD+. Se utilizaron 0.03 unidades de
enzima GAPDH que se incubaron a 30°C en presencia de los substratos
gliceraldehido-3-fosfato (5 mM) y NAD+ a las concentraciones indicadas. La

actividad del enzima se monitoriz6 mediante espectroscopia de fluorescencia
midiendo la emision del NADH a 465nm.
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Como fuente de diversidad quimica se utilizé la quimioteca Prestwick formada
por 1120 compuestos (Prestwick chemical library®). Esta quimioteca esta
constituida por compuestos aprobados por la FDA caracterizados por su
amplia diversidad quimica y su biodisponibilidad. Asi, se analiz6 en el ensayo
de GAPDH la capacidad de inhibicién de los componentes de la quimioteca. El
primer cribado se realizé utilizando los compuestos a una concentraciéon de 50
MM. Se gener6 una seleccion inicial de 34 posibles inhibidores de GAPDH de
los 1120 ensayados (Fig. 4.4) aunque finalmente solo se seleccionaron seis
atendiendo que presentaban inhibiciones superiores al 50% (Fig. 4.5). Se
descartaron también aquellos compuestos que presentaban fluorescencia
intrinseca para tratar de evitar la seleccion de falsos positivos o aquellos para
los que en la bibliografia ya se habia descrito una actividad como inhibidores

generales de actividades deshidrogenasa
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GAPDH
D-Gliceraldehido-3-fosfato + NAD =2 1,3-bifosfoglicerato + NADH

3-Hydroxymethyl-beta-carboline
Doxazosin mesylate
Piromidic acid

Amrinone
Ethoxyquin
Terazosin hydrochloride

Evoxine 1 -
Sulmazole
Harmane hydrochloride
Eleagnin hydrochloride
Chrysene-1,4-quinone
Harmine hydrochloride
Harmol hydrochloride monohydrate
Harmalol hydrochloride dihydrate
Harmaline hydrochloride dihydrate
Boldine
Dacarbazine
Primaquine diphosphate 1
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Alfuzocin hydrochloride
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Figura 4.4. Cribado inicial de compuestos de la quimioteca Prestwick,
con capacidad de inhibir la actividad GAPDH. Se analizaron 1120
compuestos en el ensayo de actividad GAPDH. Los compuestos (50 pM) se
incubaron durante 15 min con 0.03 unidades de GAPDH. Tras la incubacién se
afiadieron los substratos 5 mM de gliceraldehido-3-fosfato y 5 mM de NAD+ y la
actividad enzimatica fue monitorizada espectrofotométricamente mediante medida
de la emisidon de fluorescencia a 465 nm del NADH. En gris se muestran los
compuestos seleccionados como potenciales inhibidores de GAPDH segun los
criterios que se detallan en el texto.
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A continuaciéon se evaluaron los compuestos en experimentos de dosis
respuesta (Fig. 4.5A) reduciéndose a cuatro los compuestos seleccionados: i)
clorhidrato de amilorida, ii) difosfato de primaquina, iii) evoxine y iv)
amrinona. Las caracteristicas en términos de bioactividad de estos

compuestos se describen en la Fig. 4.5B.
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Figura 4.5. Ensayos de dosis respuesta para la inhibicion de la
actividad GAPDH. . A. Curva de dosis respuesta de los compuestos seleccionados
(50, 35,18,125,9,6,3,1.5y 1 uM) en el ensayo de actividad GAPDH descrito en la
figura 4.4B. Estructuray funcion de los compuestos seleccionados.
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A continuacién, a modo de ensayo secundario para evaluar la selectividad
frente a GAPDH, se evalud la actividad de los compuestos frente a enzimas
reductoras similares como la lactato deshidrogenasa (LDH). Esta enzima
cataliza la conversion de lactato a piruvato, mediante la reduccién de NAD* a
NADH. El seguimiento de la reaccién catalizada por LDH se llev6 a cabo como
se ha descrito previamente para GAPDH, de modo que el incremento de la
emision de fluorescencia con el tiempo, debido a la formaciéon del NADH, es
proporcional a la actividad de LDH (Fig. 4.6).
L-Lactato + NAD ﬁ) Piruvato + NADH + H+

8-

<

Actividad LDH (a.u.)
N B

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
[NAD+] mmol

Figura 4.6. Estandarizacion de la actividad LDH in vitro. Evaluacion de la
actividad LDH a las concentraciones indicadas de NAD+. Se utilizaron 0.05
unidades de enzima LDH que se incubaron a 30°C en presencia de los substratos L-
lactato (30 mM) y NAD+ a las concentraciones indicadas. La actividad del enzima se
monitorizé mediante espectroscopia de fluorescencia midiendo la emision del
NADH a 465 nm.

Se evalu¢ la actividad inhibidora de los cuatro compuestos y se observé que el
clorhidrato de amilorida y evoxine ejercian actividad inhibidora sobre LDH.
Por el contrario tanto amrinona como el difosfato de primaquina no inhiben la
actividad LDH y se pueden considerar como inhibidores especificos de GAPDH

(Fig. 4.7).
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Figura 4.7. Inhibicién de la actividad de la enzima LDH . la especificidad
de los compuestos seleccionados como potenciales inhibidores de GAPDH, fue
evaluada en el ensayo secundario de inhibicidon de la enzima LDH. Los compuestos
(50 pM) fueron incubados con 0.05 unidades del enzima LDH durante 15 minutos y
la actividad del enzima se monitoriz6 mediante espectroscopia de fluorescencia
midiendo la emision del NADH a 465 nm.
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4.3. DISCUSION

La enzima GAPDH se considera una proteina “housekeeping” que ademas de su
papel en la glucolisis esta implicada en otras funciones. La desregulacidn, ya
sea funcional o de localizacién, se ha asociado a diversas patologias y en
especial, GAPDH ha cobrado un elevado interés como posible diana
terapéutica en cancer (Hara et al, 2006; Tatton, 2000; Tristan et al, 2011).
Las células tumorales cominmente presentan un aumento de la glucolisis
aerodbica. Esta es una adaptacion biolégica a los cambios metabdlicos, debida a
la disfunciéon mitocondrial, la hipoxia y a sefiales oncogénicas, que favorece la
utilizacién de la glucolisis como via mayoritaria de obtenciéon de ATP. En este
sentido, se han observado alteraciones del metabolismo energético y un
aumento en la expresidn de las enzimas glucoliticas (Guo et al., 2012; Pelicano
et al, 2006). Teniendo en cuenta el aumento en la aparicion de resistencias a
los tratamientos de quimio y radioterapia convencionales, es un reto cientifico
la comprension exacta de las alteraciones diferenciales en procesos como la
glucolisis para el disefio de futuras terapias. Aun asi, habrd que tener en
cuenta que ciertos 6rganos son dependientes de glucélisis, incluyendo el
cerebro, retina, y testiculos y también utilizan la glucosa como fuente de
energia principal. La inhibicién de la glucdlisis podria ser, en principio, téxica
para estos oOrganos. Sin embargo, los tejidos normales pueden utilizar
eficazmente fuentes de energia alternativas (acidos grasos, aminoacidos, etc)
para generar suficiente ATP mitocondrial a través de metabolismo para

apoyar su funcién celular cuando la via glucolitica se inhibe durante la terapia.

Se han descrito distintos farmacos que ejercen accion inhibidora de glucdlisis;

en unos casos como efecto secundario, p.ej, etopdsido o cisplatino
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(Rodriguez-Enriquez et al., 2009; Zhou et al., 2002), otros muy inespecificos
como el gosipol, inhibidor general de deshidrogenasas (Rodriguez-Enriquez et
al., 2009) y otros analogos de sustratos glucoliticos como 2-Deoxy-D-Glucosa
(2-DOG). La 2DO0G es reconocida por los transportadores de glucosa pero no
puede entrar en la ruta de la glucélisis lo que disminuye el flujo glucolitico,
inhibiendo la actividad enzimatica de la hexoquinasa y glucosa-6-fosfato
isomerasa (Fig. 4.1). Asi pues, este compuesto se ha descrito como un
inhibidor susceptible de bloquear la glucélisis en tumores. Sin embargo, al ser
un inhibidor competitivo, las dosis efectivas son excesivamente elevadas
(Cheng et al., 2012; Giammarioli et al, 2012). La glucélisis puede ser inhibida
por otros compuestos, tales como arsenito, yodoacetato, oxalato y oxamato.
Sin embargo, la eficacia en la reduccion de tumores ha sido baja y se han

demostrado efectos secundarios graves en los pacientes (Vivi et al., 1997).

En este estudio, a partir de la evaluacion de una quimioteca se han
identificado dos compuestos que, de forma selectiva frente a enzimas
similares, inhiben la enzima GAPDH. Estos compuestos se pueden considerar
cabeza de serie para un futuro desarrollo en programas de quimica médica en
aras de mejora de actividad y propiedades farmacolégicas. En cualquier caso,
el desarrollo de inhibidores de la glucdlisis se espera que tenga aplicaciones
futuras en terapias antitumorales siempre que el complejo estado metabdlico

que diferencia células tumorales de normales quede bien establecido.
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CONCLUSIONES

& El péptido NBI1 desarrollado como inhibidor de determinados
complejos CDK/ciclina, cuando se fusiona al péptido TAT es
internalizado por la célula y localiza en el nicleo induciendo apoptosis
en diferentes lineas celulares tumorales. NBI1 también puede

formularse farmacol6gicamente utilizando liposomas.

& El cotratamiento con TAT-NBI1/erl en condiciones subletales tiene un
efecto sinérgico sobre diferentes lineas celulares resistentes a erlotinib,
induciendo la supresién de crecimiento y la induccién de apoptosis. En
la linea celular de cancer de mama MDA-MB-468, induce estrés
genotoxico que cursa con activacién de caspasa-8, posiblemente

mediada por el ripoptosoma.

« El tratamiento con TAT-NBI1 de células de tibulo renal sometidas a un
proceso de I/R, tiene un efecto antiapoptdtico, que se traduce en un
aumento en la supervivencia y viabilidad celular. Se ha demostrado la

implicaciéon del complejo CDK5/ciclina I en el mecanismo molecular.

& Se han identificado, a partir del cribado de quimiotecas, dos compuestos
inhibidores de GAPDH como futuros agentes terapéuticos en

tratamientos de base metabdlica en cancer.
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5.1. Ensayos in vitro

5.1.1. Materiales

5.1.1.1. Reactivos

Para la sintesis de CF-TAT-NBI1: 5-(and-6)-Carboxyfluorescein, succinimidyl
ester (C-1311, Invitrogen). Para realizar los liposomas: fosfatidilcolina (P3556,
Sigma); fosfatidilglicerol (P9274, Sigma); colesterol (C8667, Sigma). Para el
ensayo de inhibicion de GAPDH y LDH: enzima GAPDH (G6019, Sigma);
nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD+, N15111, Sigma); tetrasodio
pirofosfato (P8010, Sigma); arsenato de sodio (S9663, Sigma); D-
gliceraldehido- 3-fosfato (G5251, Sigma); L-lactato deshidrogenasa (61309,
Sigma) y L-lactato de sodio (L7022, Sigma).

5.1.1.2. Péptidos:

P . Peso
Péptido Secuencia
molecular
NBI1 rwimyf-NH2 914
TAT-NBI1 YGRKKRRQRRRGGrwimyf-NH, 2513
p21 Ac-FYHSKRRLIFS-NH, 1494

La sintesis de los péptidos fue realizado por Ana Giménez (técnico laboratorio
de quimica de péptidos y proteinas del Centro de investigacién principe Felipe),

en un sintetizador automatico de péptidos de Applied Biosystems 433A.

5.1.2. Métodos

5.1.2.1. Ensayo de Actividad quinasa

Para determinar la capacidad de inhibicion de TAT-NBI1 sobre diferentes
complejos CDK/ciclina, se realizaron ensayos de actividad quinasa en la
empresa CEREP. Brevemente, los ensayos de actividad de los diferentes
complejos CDK/ciclina recombinantes se realizaron en presencia de ATP y un

péptido sustrato modificado con una sonda de emision (Uligth-
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CFFKNIVTPRTPPPSQGK-amide). Los complejos se incubaron en ausencia o
presencia de diferentes concentraciones del inhibidor TAT-NBI1 (0.1, 0.5, 1, 2.5,

5,10, 25 y 50 uM). El producto de reaccién se incub6 con un anticuerpo anti-

fosfopéptido conjugado con europium (Eu). La reaccién quinasa puede

entonces ser analizada mediante la excitacion del Eu que transfiere su energia

al aceptor Ulight que a su vez emite luz a 665 nm (Fig. 5.1A), siendo la

intensidad de luz emitida proporcional al nivel de sustrato (péptido)

fosforilado. Para cada tipo de CDK, las condiciones se resumen en la Fig. 5.1B.

Quinasa
CDK2 (h)/cycA

CDK5/p35 (h)

CDK7/MAT1 (h)/
cycH

CDK9 (h)/ cycT1

Origen

Proteina recombinante  ATP +Uligth-CFFKNIVTPRTPPPSQGK-

humana

humana

humana

\J\,A 4 = OH
=335
‘lel..IUght\A
V ‘ quinasa Inhibidor
ATP =y I TAT-NBI1
ADP
\\\Al{ -~ PO,
= Ulight Zannn000b0000
4a0
Ex. 320 nm
Em. 665nm o

Substrato Incubacion Reaccion

hospho-Uligth-
30 min 22ec  Phospho-Uligt

amide (50nM) CFFKNIVTPRTPPPSQGK-amide
Proteina recombinante  ATP +Uligth-CFFKNIVTPRTPPPSQGK- 60 min 22°C phospho-Uligth-

amide (100nM) B CFFKNIVTPRTPPPSQGK-amide
Proteina recombinante  ATP +Uligth-CFFKNIVTPRTPPPSQGK- 30 min 22°C phospho-Uligth-

amide (50nM) " CFFKNIVTPRTPPPSQGK-amide
Proteina recombinante  ATP +Uligth-CFFKNIVTPRTPPPSQGK- 90 min 22°C phospho-Uligth-

amide (100nM) "~ CFFKNIVTPRTPPPSQGK-amide

humana

Figura 5.1.

Ensayo de actividad quinasa. A. Modelo esquemético del
fundamento del ensayo quinasa basado en la metodologia LANCE. B. Condiciones
del ensayo para cada uno de los complejos CDK/ciclina.
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5.1.2.2. Ensayo de anisotropia de fluorescencia

El ensayo de polarizaciéon/anisotropia de fluorescencia se basa en el hecho de
que una molécula fluorescente cuando es excitada por luz polarizada en un
plano, emite en ese mismo plano siempre que no haya movimiento. Las
moléculas pequefias se mueven de modo que el plano de emision es diferente
del plano de excitacién. Si un haz de luz verticalmente polarizada excita un
fluoré6foro en movimiento, la luz emitida podra ser recogida en el plano vertical
y en el horizontal. El grado de movimiento de la luz emitida desde el plano
vertical al horizontal nos informa de la movilidad de 1la molécula. De tal modo
que, si una molécula es grande la luz permanecera polarizada mientras que una
molécula pequefia, que tendrd un movimiento mayor, perdera dicha
polarizacion. Esta propiedad de los fluoréforos se usa entre otras aplicaciones
para estudiar la interaccion entre diferentes moléculas, de tal modo que al
aumentar el tamafio molecular, disminuye la movilidad y por tanto aumenta la

polarizacién de la luz.

La polarizacién se define por tanto como: P=1;-1. /1 + I«

donde I | es la intensidad de luz paralelamente polarizada e I+ es la intensidad

de luz perpendicularmente polarizada.

En este caso, se sintetizd un derivado fluorescente del péptido TAT-NBI1
mediante su conjugacion a carboxifluoresceina (CF-TAT-NBI1) y se estudié su
interaccion con ciclina A2 humana y sus mutantes. Para conservar intactas las
propiedades del péptido bioactivo se incluyé una secuencia separadora de dos
glicinas entre la secuencia del péptido y la secuencia TAT. El péptido TAT-NBI1
se sintetizd utilizando quimica Fmoc en fase sélida, en el sintetizador
automatico de péptidos 433A de Applied Biosystems y se purificé utilizando

HPLC de fase reversa en un cromatégrafo de alta resolucién (HPLC, Merck
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Hitachi L-2130) equipado con una columna (C-18, Lichrospher® 100 (250 x 10
mm)) hasta obtener una pureza superior al 90%. Su identidad se comprobd
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (peso molecular: 2513 Da).
Para la incorporacién de la CF se empleé el mismo tipo de sintesis realizando
un acople final sobre la resina con 5-(and-6)-Carboxyfluorescein, succinimidyl

ester.

Mediante anisotropia de fluorescencia se analizd la interacciéon de CF-TAT-NBI1
con ciclina A2 humana y el mutante de ciclina A2 NQM. En placas negras de 96
pocillos Opti-plate (Perkin Elmer), se realizaron diluciones seriadas de la
proteina (0.001-37 pM) que se incubaron en presencia de CF-TAT-NBI1 (60
nM), en un volumen total de 200 pl, durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Para realizar estudios de unién del péptido a las diferentes proteinas
se excité la CF con luz polarizada de longitud de onda de 480 nm y se midi6 la
emision de fluorescencia polarizada a 580 nm, utilizando el

espectrofluorimetro Wallac Victor 1420.

5.1.2.3. Dicroismo circular

La espectroscopia de dicroismo circular (DC) tiene su fundamento en las
propiedades que tienen algunos dtomos o grupos de atomos de absorber en
diferente proporcién la luz polarizada circularmente a la derecha y a la
izquierda. La luz linealmente polarizada puede ser considerada como una
superposicién de luz circularmente polarizada a derechas e izquierdas de la
misma fase y amplitud. De tal modo que si esa luz atraviesa una molécula
Opticamente activa que absorbe de forma diferencial ambos componentes de la
luz se genera una elipse. La existencia de esa elipticidad es lo que se denomina
dicroismo. En proteinas los espectros de dicroismo en la region del ultravioleta
lejano, se deben principalmente a los enlaces amida que unen los aminoacidos

entre si. La asimetria de estos croméforos se debe a la distribucion espacial de
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la cadena principal de la proteina, de tal modo, que las sefiales de dicroismo
circular se pueden interpretar en términos del contenido de estructura
secundaria. Los perfiles de DC de estructuras secundarias tipo o-hélice se
caracterizan por la existencia de un maximo en 190 nm y dos minimos a 208 y
222 nm, mientras que los perfiles de estructuras § se reconocen por presentar
un maximo a 195 nm y un minimo a 217 nm y la estructura desorganizada
(“random coil”) presenta un minimo en el rango de 190-200 nm. Estas
diferencias entre los perfiles de DC permiten determinar el tipo de estructura

predominante en una proteina.

La caracterizacion de estructura secundaria por CD se realiz6 usando un
dicrégrafo tipo Jasco 810. Una alicuota de cada proteina (ciclina A2 humana y
mutante) se diluyé en tampon fosfato 20 mM hasta alcanzar una concentracion
de 3 pM. Su espectro se recogié en la zona entre 200-240 nm en una celda de
cuarzo de 0.1 mm de paso 6ptico a 25 °C. El andlisis del contenido de
estructura secundaria de las proteinas estudiadas a partir de su espectro de CD
se realizo mediante el uso de los programas K2D3 (Louis-Jeune et al,, 2011) y

DichroWeb (Whitmore y Wallace, 2008).

5.1.2.4. Preparacion de las muestras para cristalizacion
Ciclina A2 humana y ciclina A3 bovina, se intentaron cristalizar en colaboracién
con el Dr Alberto Marina del IBV (CSIC) en presencia y ausencia de NBI1. Los

detalles se describen a continuacion:

a) Ciclina A2 humana, los componentes del complejo se incubaron en una
relacion 1:2.5:2.5 de ciclina A2 humana, NBI1 y p21 (apartado 5.1.1.2),
respectivamente, en tampén 20 mM Tris pH 8.0, 200 mM NaCl, 3 mM KCl, 5%
glicerol. Para la purificacién se utiliz6 una columna superdex 200. Los picos de
exclusion fueron analizados por espectrometria de masas para identificar el
pico correspondiente al complejo. El complejo una vez purificado fue enviado a

cristalizar.
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b) Ciclina A3 bovina, los componentes del complejo se pusieron en una
relacién 1:2.5 de ciclina A3 bovina y NBI1, respectivamente, en tamp6n 50 mM
Tris-HCI pH 8.5, 100 mM MgCl;, 0.01% monotioglicerol, 0.01% NaNs,. Para
purificar el complejo se utiliz6 una columna superdex 200. Los picos de
exclusion fueron analizados por espectrometria de masas para identificar el
pico correspondiente al complejo. El complejo una vez purificado fue enviado

a cristalizar.

5.1.2.5. Obtencidn de liposomas unilamelares (SUVs)

Para la obtencién de liposomas se siguié esencialmente el procedimiento
descrito por Chatterjee S y Banerjee DK (Chatterjee y Banerjee, 2002), el

procedimiento consta de tres etapas principales que se detallan a continuacion:

a) Preparacion de la pelicula lipidica, los componentes (6.5 mg
fosfatidilcolina, 3.5 mg fosfatidilglicerol, 2 mg colesterol y 50 mg sacarosa) son
introducidos en un matraz de fondo redondo, y disueltos con 1 ml de una
mezcla 2:1 (v/v) de cloroformo:metanol. Una vez disueltos, se procedi6 a la
eliminacion del disolvente organico por evaporacion mediante paso de

corriente de nitrégeno gaseoso.

b) Hidratacién de la pelicula lipidica, se afiadieron 500 pl del compuesto
(5mM de NBI1 o erlotinib diluido en tampén fosfato salino (PBS)) al matraz que
contenia la pelicula lipidica. Para la hidratacion, se agité el matraz durante 30
segundos en un vibromixer (potencia maxima) seguidos de 30 segundos de
reposo en el bafio a 35°C. Esta operacion se prolong6 hasta obtener un tiempo
de agitacion efectivo de 10 minutos. Finalmente, se dejo en reposo a 35°C
durante 30 minutos para asegurar la obtenciéon de vesiculas cerradas sin
defectos estructurales. Los liposomas hasta aqui obtenidos fueron
multilamelares (MLVs) y con un tamafio medio generalmente superior a los

1000 nm.
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c) Obtencion de liposomas SUV, para obtener liposomas SUVs (vesiculas
unilamelares pequeias), los MLVs fueron sonicados en periodos de 2 minutos
y un minuto de reposo, hasta un tiempo efectivo de sonicaciéon de 10-16
minutos o hasta que la solucién adoptara un aspecto opalescente, indicativo de

que los liposomas tienen un tamafio < 100 nm.

5.1.2.6. Ensayos de inhibicién de GAPDH

GAPDH es la enzima que cataliza la oxidacién del gliceraldehido-3-fosfato y a
1,3-difosfoglicerato mediante la reduccion de NAD+ a NADH. El ensayo de
actividad GAPDH se basa en el seguimiento por espectrofluorometria de dicha
reduccion puesto que el NADH difiere de su forma oxidada en que tiene un

maximo de absorcién a 340 nm y un maximo de emisién a 465 nm.

D-Gliceraldehido-3-fosfato + NAD+ = 1,3-bifosfoglicerato + NADH

En el ensayo de actividad de GAPDH se procedi6 a la busqueda de inhibidores
mediante el cribado de la quimioteca Prestwick. Para ello, en placas de 96
pocillos de fondo plano negras, fue adicionado, el compuesto a diferentes
concentraciones (50, 25, 12.5, 6.5, 3.0, 1.5, 0.6 y 0.3 uM), junto con 0.01-0.03
unidades de GAPDH recombinante en una solucién de composiciéon, 13 mM
tetrasodio pirofosfato, 26 mM arsenato de sodio, 3.3 mM DTT pH 8.5, en un
volumen final de 70 pl, e incubado a 30°C durante 15 minutos. Por ultimo, se
afiadié 30 pl de la mezcla de sustratos compuesta por 5 mM NAD+, 5 mM D-
gliceraldehido-3-fosfato. El incremento de la fluorescencia se midi6 a 340 nm,
cada 10 segundos durante 5 minutos usando el espectrofluorimetro Wallac

Victor 1420.
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5.1.2.7. Ensayos de inhibicion de LDH

La lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la conversion de lactato a piruvato, y
NAD+ es reducido a NADH; el indice de incremento de la absorbacia, debido a la

formacién del NADH, es proporcional a la actividad de LDH.

L-Lactato + NAD - Piruvato + NADH + H+

En resumen, en placas de 96 pocillos de fondo plano negras, fue adicionado, el
compuesto a diferentes concentraciones (50, 25, 12.5, 6.5, 3.0, 1.5, 0.6 y 0.3
uM), junto con 0.05 unidades de LDH en un volumen final de 70 pl de una
soluciéon de composicidn, 13 mM tetrasodio pirofosfato, 26 mM arsenato de
sodio, 3.3 mM DTT pH 8.5 e incubado a 30°C durante 15 minutos. Finalmente,
se afiadié 30 pl del sustrato compuesto por 30 mM lactato de Sodio y 3 mM
NAD+. El incremento de la fluorescencia se midié a 340 nm, cada 10 segundos

durante 5 minutos usando el espectrofluorimetro Wallac Victor 1420.
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5.2. Técnicas de biologia molecular y manipulacion de

cultivos de Escherichia coli

5.2.1. Materiales

5.2.1.1. Oligonucledtidos

Oligonucleétido Secuencia

Ciclina A2 humana (sentido) CGGTCCCCATGGGATTGGGCAACTCTGCGCCGGGGCCTG

Ciclina A2 humana (antisentido) CAGGACTCGAGCAGATTTAGTGTCTCTGGTGGGTTG

Mutante NQM de Ciclina A2 (sentido) GACTTAGCTGCTCCAACAGTAGCGGCGTTTCTTACCCAATACTTTCTG
Mutante NQM de Ciclina A2 (antisentido) CAGAAAGTATTGGGTAAGAAACGCCGCTACTGTTGGAGCAGCTAAGTC
Mutante QNT de Ciclina A2 (sentido) GCTCCAACAGTAAATCAGTTTCTTGCGCAATACTTTCTGCATCAGCAGCC
Mutante QNT de Ciclina A2 (antisentido) GGCTGCTGATGCAGAAAGTATTGCGCAAGAAACTGATTTACTGTTGGAGC
Ciclina A3 bovina (sentido) CGGTCCCCATGGTGAGTGTTAATGAAGTACCAGACTACC
Cicliina A3 bovina (antisentido) CAGCGACTCGAGCAGATTTAGTGTCTCTGGTGGGTTG

5.2.1.2. Plasmidos

.. - Antibiotico de
Nombre del Plasmido  Vector Tamaiio . {
resistencia
Ciclina A2 humana pET28a 5369 kanamicina
Mutante NQM de Ciclina A2 pET28a 5369 kanamicina
Mutante QNT de Ciclina A2 pET28a 5369 kanamicina
Ciclina A3 bovina pET21d 5440 ampicilina

5.2.1.3. Cepas de E. coli

. . Antibiotico de
CepaE. coli Referencia . {
resistencia
18265-017
DH5 a i =
Invitrogen
€6000-03
BL21 (DE3)3 ) -
Invitrogen
BL21 pLysS (DE3)? €6060-03 cloranfenicol
Ehll ) Invitrogen

5.2.1.4. Kits

i) QIAprep Spin Miniprep Kit (27106, Quiagen)

ii) QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit (200518, Stratagene)
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5.2.2. Métodos

5.2.2.1. Clonacidon y mutagénesis

a) Obtencion de plasmidos, para la obtencién de plasmidos se sembraron
cultivos de 10 ml en medio LB, que se dejaron crecer toda la noche a 37°C en
agitacidn. Posteriormente, las células fueron recolectadas mediante
centrifugaciéon 5 minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm) y su DNA
plasmidico extraido siguiendo las instrucciones del Kit “QIAprep Spin
Miniprep”. El DNA fue enviado a servicio de secuenciacién del CIPF para para
contrastar la secuencia de las construcciones, utilizando oligontcleotidos
especificos (apartado 5.2.1.1).

b) Ciclina A2 humana y mutantes, el gen que codifica para ciclina A2
humana fue amplificado por PCR utilizando los oligonucleétidos de ciclina A2
humana sentido y antisentido descritos en el apartado 5.2.1.1 y subclonado en
el vector de expresidon bacteriano pET28a (apartado 5.2.1.2) entre los sitios de
restriccion Ncol y Xhol. Este plasmido incorpora una cola de 6-Histidinas en el

extremo N-terminal de la proteina.

Tras la clonacion de ciclina A2 humana en el vector pET28a se realizaron 2
mutantes triples de esta proteina, los residuos originales de la secuencia fueron
sustituidos por alanina. En el primer mutante denominado NQM los residuos
Asn312, GIn313 y Met334 fueron sustituidos por alanina y en el segundo
mutante denominado QNT los residuos mutados fueron, la GIn228, 1a Asn229 y
la Thr316. Para realizar estas mutagénesis se utilizo el kit de mutagénesis
“Quickchange mutagenesis kit“, siguiendo las instrucciones del fabricante y
utilizando los oligonucleotidos NQM y QNT que se describen en apartado

5.2.1.1.

c) Ciclina A3 bovina, un fragmento que codifica para ciclina A bovina (region
Val171 a Leu432) se encuentra clonado en el vector de expresion bacteriano
pET21d (apartado 5.2.1.2) entre los sitios de restricciéon Ncol y Xhol (Novogen,
Madison, WI) (Brown et al, 1995). Este plasmido incorpora seis residuos de
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histidina consecutivos en el extremo C-terminal de la proteina. La construccién
recombinante fue analizada mediante secuenciacion para comprobar la

correcta insercion del fragmento correspondiente a ciclina A3 bovina.

5.2.2.2. Condiciones de cultivo y manipulacion de E.coli

5.2.2.2.1. Transformacién de células DH5«, BL21 (DE3) y BL21 pLysS (DE3)
Las cepas de E. coli. DH5«a, BL21 (DE3) y BL21 pLysS (DE3) se transformaron
utilizando 1-50 ng del plasmido (apartado 5.2.1.2) y 30 pl de E. coli, siguiendo el
método de choque térmico. Brevemente, este consistié en incubar las células y
el DNA durante 30 minutos en hielo. Las células se sometieron a un choque
térmico de 42°C durante 45 segundos. A continuaciéon las células se
mantuvieron 2 minutos en hielo y se afiadieron 4 volimenes de medio Luria
Bertani (LB) atemperado para, seguidamente incubar a 37°C durante 1 hora en
agitacién. 100 pl de células se sembraron en un medio en placas de agar LB con
el antibidtico de elecciéon de las células (apartado 5.2.1.3) y del plasmido

(apartado 5.2.1.2).

5.2.2.3. Purificaciéon de proteinas Recombinantes

a) Purificaciéon de ciclina A2 humana y mutantes, la expresion de la
construccion de ciclina A humana y sus mutantes fue inducida en células E. coli
BL21-(DE3) en medio Terrific Broth (TB, 11.8 g/L Triptona, 23.6 g/L extracto
de levadura, 2.2 g/L dihidrégeno fosfato de potasio, 9.4 g fosfato dipotasico,
100 pg/ml de kanamicina y 0,5% glucosa). Las células se crecieron hasta llegar
a la fase logaritmica (densidad o6ptica 0.7) y se indujo la expresion de la
proteina mediante la adicién de 0.1 mM isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) durante 4 horas a 25°C. Las bacterias fueron recolectadas por
centrifugacion y resuspendidas en tampo6n B (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM
NaCl, 10% glicerol, 10 mM f-mercaptoetanol, 10 pg/ml leupeptina, 10 pg/ml
pestatina A, 100 pM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mg/ml de
lisozima) en el que se incubaron durante 30 minutos en hielo. Para completar
la lisis las células se sonicaron en un sonicador digital BRANSON S-450D al 60%
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de amplitud, durante 3 minutos con pausas en hielo cada minuto para evitar el
sobrecalentamiento de la muestra. Finalmente, el lisado se centrifugé a 6.000
rpm durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante de esta centrifugacion fue
sometido a cromatografia de afinidad utilizando una columna de niquel-
agarosa, equilibrada en tampén B. La elucién de la proteina se llevo a cabo
utilizando un tampén que contenia imidazol (20 mM Tris HCI pH 8.0, 500 mM
NaCl, 10% glicerol, 10 mM [-mercaptoetanol y 150 mM imidazol). Las
diferentes fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad se identificaron
mediante SDS-PAGE y aquellas que contenian ciclina A se unificaron. Para
evitar la agregacion de la proteina se afiadié 100 mM MgCl,. Posteriormente se
realizé una cromatografia de intercambio iénico equilibrada con tampén B (20
mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl). La elucién de la proteina, se realiz6 en tampon
C (20 mM Tris pH 8.0, 1000 mM NaCl). Las fracciones correspondientes a la
ciclina, se agruparon y se determind su concentracion mediante espectroscopia
(La ciclina A humana tiene un coeficiente de extincion de 41830 M1 cm'! y un

peso molecular de 48500 Da).

El procedimiento para expresar los mutantes NQM (coeficiente de extincion de
41830 M1 cm! y peso molecular 49199 Da) fue el mismo que para la
purificaciéon de ciclina A2 humana. En el caso del mutante QNT, se realizaron
diversos cambios en el protocolo para tratar de optimizar el proceso. Sin
embargo tras evaluar la expresion en diferentes cepas de E. coli, diferentes
tiempos, temperaturas de induccion y diferentes concentraciones de IPTG la

purificacion del mutante QNT no se logré conseguir.

b) Purificacion de Ciclina A3 Bovina, para purificar ciclina A bovina se
sigui6 el protocolo recomendado por Brown, 1995 (Brown et al, 1995).
Brevemente, la expresion de dicha proteina de realizé en la cepa de E. coli BL-
21 pLys-S en medio LB, en presencia de 100 pg/ml ampicilina y 100 pg/ml
cloranfenicol. Las células fueron crecidas hasta alcanzar la fase logaritmica

(densidad o6ptica 0.7) y se indujo la expresion de la proteina mediante la adicion
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de 0.1 mM IPTG, seguido de una primera incubacién a 37°C durante 30 minutos
y una segunda incubacién durante 3 horas a 30°C. El pellet celular se recolecté
mediante centrifugacion se resuspendié en tampén de lisis (50 mM Tris-HC],
pH 7.5, 300 mM NacCl, 0.01% monotioglicerol, 10 ug/ml leupeptina, 10 ug/ml
pestatina, 100 uM PMSF, 20 pg/ml DNAsa, 20 pg/ml RNAsa, 0.1% Triton X-100,
10 mM MgCl,, 0.01% NaN3). La lisis celular se realizé6 mediante tres rondas de
congelacion/descongelacion y los lisados se incubaron en hielo durante 30
minutos. El lisado se centrifugd a 2.200 rpm durante 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante fue sometido a cromatografia de afinidad utilizando una columna
de Niquel-agarosa, equilibrada en tampén N (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 300 mM
NaCl, 0.01% monotioglicerol, 0.01% NaN3,). La elucién se realiz6 utilizando un
gradiente lineal de imidazol (0-500 mM) en tampén N. Las fracciones que
contenian ciclina A bovina fueron identificadas mediante SDS-PAGE vy
unificadas. Para evitar la agregacion de la proteina se afiadi6 una
concentraciéon final de 100 mM MgCl,. Posteriormente se realizé una
cromatografia de exclusién molecular utilizando una columna de cromatografia
Superdex 200 equilibrada con 50 mM Tris-HC1 pH 8,5, 100 mM MgCl,, 0.01%
monotioglicerol, 0.01% NaNs;. Ciclina A-3 eluy6 en dos picos, el primero
correspondiente a agregados oligoméricos y el segundo a la proteina
monoémerica. Las fracciones correspondientes al ultimo pico, se agruparon y se
determiné su concentracion mediante espectroscopia (coeficiente de extincion

de 34965 M-1cm -1y peso molecular de 30807 Da).
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5.3. Manipulacion de células Eucariotas

5.3.1. Materiales

5.3.1.1 Lineas celulares y medios

Las lineas celulares utilizadas se obtuvieron de la ATCC (American type cell

culture) y se resumen en la siguiente tabla:

Tipo celular

Procedencia

Medio de crecimiento y

Caracteristicas

( Numero ATCC®)

MDA-MB-468
(HTB-132)

MDA-MB-231
(HTB-26)

MCF-7
(HTB-22)

SkBr3
(HTB-30)

A549
(CCL-185)

Jurkat
(TIB-152)

Saos-2
(HTB-85)

HL-60
(ccL-240)

LLC-PK1
(CL-101)

Adenocarcinoma de mama
(Homo sapiens)

Adenocarcinoma de mama
(Homo sapiens)

Adenocarcinoma de mama
(Homo sapiens )

Adenocarcinoma de mama
(Homo sapiens)

Carcinoma de pulmén
(Homo sapiens)

Leucemia de celulas T
(Homo sapiens)

Osteosarcoma
(Homo sapiens)

Leucemia promielitica
(Homo sapiens)

Tubulo proximal porcino
(Sus scrofa)

condiciones

Leibovitz’s L-15 (Invitrogen, 11415-064)
con 10% SFB, a 37°C sin CO2

Leibovitz’s L-15 (Invitrogen, 11415-064)
con 10% SFB, a 37°C sin CO2

DMEM ("Dulbecco's Modified Eagle ",
Invitrogen, 41966-052) con 10% SFB, a
37°Ccon CO2

McCoy's 5A (Invitrogen, 26600-023) con
10% SFB, a 37°C con 5% CO2

DMEM (Invitrogen, 41966-052) con 10%
SFB, a 37°C con CO2

RPMI 1640 ("Rowell Park Memorial
Institute" , Invitrogen, 21875-091) con
10% SFB, a 37°C con CO2

DMEM (Invitrogen, 41966-052) con 10%
SFB, a 37°C con CO2

RPMI 1640 (Invitrogen, 21875-091) con
10% SFB, a 37°C con CO2

Medio 199 (Invitrogen, 31150-022) con
3% SFB, a 37°C con CO2

Celulas epiteliales
adherentes

Celulas epiteliales
adherentes

Celulas epiteliales
adherentes

Celulas epiteliales
adherentes

Celulas epiteliales
adherentes

Linfoblastos en
suspension

Celulas epiteliales
adherentes

Mieloblastos en
suspension

Celulas epiteliales
adherentes

Para ensayos de silenciamiento y sobreexpresion de proteinas se utilizo el

medio Opti-MEM (Opti-MEM® Reduced Serum Medium (3198, Invitrogen)).
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5.3.1.2. Compuestos

Erlotinib fue inicialmente suministrado por Genentech y luego fue adquirido de
LC Laboratories (E-4007). TAT-NBI1 fue sintetizado como se describe en
Canela,et al, 2006 (Canela et al, 2006) y también esta disponible en Calbiochem
(238808). Roscovitina (R7772), etoposido (E1383), el inhibidor de calpaina I
(ALLN, A6185) y doxorrubucina (D1515) se obtuvieron de Sigma, necrostatina-
1 de Enzo Life Sciences (AP-309-C020) y zVAD-fmk de Tocris bioscience
(2163).

5.3.1.3. Reactivos

Para los ensayos de silenciamiento y expresion de proteinas: Lipofectamine
2000 (11668, life tecnologies). Para el ensayo de viabilidad: 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT; M5655, Sigma)
y el colorante azul de tripan (diluido al 0.004%; 1106934, invitrogen). Para el
analisis del ciclo celular: yoduro de propidio (P4864, Sigma). Para las
inmunofluorescencias: medio de montaje con DAPI (“Mounting Medium with
DAPI”; H-1200, Vector Laboratories). Para el ensayo de actividad caspasa-3:
sustrato fluorogénico de caspasa-3 (Ac-DEVD-AFC; P-409, Biomol). Para
revelar los western Blot: ECL Western Blotting Detection Reagents (RPN2209,
GE Healthcare).

5.3.1.4. RNA de interferencia

siRNA Casa comercial # catalogo Concentracion

siRNA de Caspasa-2 humana Thermo Scientific 835 50 nM
siRNA de Caspasa-8 humana Thermo Scientific 841 60 nM
siRNA de Caspasa-10 humana Cell signaling 6357 50 nM
siRNA de LRDD/PIDD humano Thermo Scientific 55367 70 nM
SiRNA de p35 humano SR EE 5c-36153 70 M

biotechnology
Santa Cruz

siRNA Ciclina | humana : sc-35141 80 nM
biotechnology

Control siRNA (Random) Cell signaling 6568 50 nM
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5.3.1.5. Plasmidos

Plasmido Casa comercial # catalogo

Cdk5-DN-HA Addgene 1873
Cdk5-HA Addgene 1872

5.3.1.6. Anticuerpos primarios

ANTICUERPO Casa. # catalogo Secundario Feso Dilucion
comercial molecular WB/IFI
Bad Cell signaling 9292 conejo 23 kDa 1:1000
Bax Cell signaling 2772 conejo 20 kDa 1:1000
Bcl-2 (50E3) Cell signaling 2870 conejo 26 kDa 1:1000
Bcl-XI (54H6) Cell signaling 2764 conejo 30 kDa 1:1000
BID Cell signaling 2002 conejo 15y 22 kDa 1:1000
BIM Cell signaling 2819 conejo 23,15y 12 kDa 1:1000
Caspasa-10 MBL MO059-3 ratén 58,57, 43,30 kDa 1:1000
Caspase 2 Millipore MAB3507 rata 50,18 y 12 kDa 1:1000
Caspase-3 Cell signaling 9662 conejo 35,19y 17 kDa 1:1000
Caspase-8 (1C12) Cell signaling 9748 ratén 57,43y 18 kDa 1:1000
Caspase-9 (C9) Cell signaling 9508 ratén 47,37y 35 kDa 1:1000
CDK5 Cell signaling 2506 conejo 35 kDa 1:1000
Chk1 fosforilado Cell signaling 23425 conejo 56 kDa 1:1000/ 1:150
Chk1 TOTAL Cell signaling 2360 ratén 56 KDa 1:1000
Ciclina | Bi:gct::c;‘ggy sc-5547 conejo 47 kDa 1:2000
ERK1/2 fosforilado BizS):;:rgll:JZgy sc-7383 ratén 44y 42 kDa 1:1000
GAPDH (14C10) Cell signaling 2018 conejo 37kDa 1:1000
H2AX(Ser139) fosforilado Cell signaling 9718S conejo 15 kDa 1:1000/ 1:150
IAP1-c Cell signaling 4952 conejo 62 kDa 1:1000
Mcl-1 Cell signaling 4572 conejo 40 kDa 1:1000
Santa Cruz )
p35/p25 By sc-820 conejo 35y 35 kDa 1:2000
PIDD Enzo Life Scieces ALX-804-387 raton 90, 51, 48 y 37kDa 1:1000
Tubulina a Sigma T8203 ratén 50 kDa 1:3000
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5.3.1.7. Anticuerpos secundarios

ANTICUERPO

Casa comercial # catalogo

Dilucion

Anti conejo, IgG-HRP GE Healthcare NA934
Anti raton, IgG-HRP GE Healthcare NA931
Anti rata, IgG-HRP GE Healthcare NA935
Alexa Fluor® 555 F(ab'), Invitrogen™ A-21430

WB/IFI
1:3000 -WB

1:3000 - WB
1:3000 - WB

1:200 - IFI

5.3.1.8. Kits

i) Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I (556547, BD Pharmingen).

ii) InnocyteTM Flow Cytometric Cytochrome c Release (CBA077, Calbiochem).

iii) Pierce BCA Protein Assay Kit (23225, Thermo Scientific).

5.3.2. Métodos

5.3.2.1. Tratamientos celulares

5.3.2.1.1. Tratamientos con los compuestos

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos o 6 pocillos, en una

densidad celular determinada previamente, de acuerdo a la linea celular y a la

técnica a realizar (Tabla 5.1).

Para llevar a cabo los tratamientos, tras la

adhesion de las células por 12 horas, las células fueron tratadas con los

compuestos a las concentraciones indicadas en cada caso (apartado 5.3.1.2) e

incubadas durante 24, 48 o 72 horas. Posteriormente son recolectadas segun

se indica en cada uno de los diferentes protocolos. En el caso de LLC-PK1 los

procedimientos experimentales se detallan en el apartado

5.3.2.1.3. En todos

los casos los compuestos fueron disueltos en DMSO, salvo la doxorrubicina y el

TAT-NBI1 que se disolvieron en PBS.
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Tabla 5.1. Densidad celular por linea celular
Numero de Pocillos

Tipo celular

100 pl 2000 pl

MDA-MB-468 12500 250000
MDA-MB-231 12500 250000
MCE-7 5000 130000
SkBr3 5000 130000
A549 5000 50000
Jurkat 5000 180000
Saos-2 5000 160000
HL-60 5000 140000
LLC-PK1 8000 400000

Las placas de 96 pocillos son utilizadas para el ensayo de MTT y las placas
de 6 pocillos para los demads ensayos, seglin se especifica en cada una de
las técnicas.

5.3.2.1.2. Silenciamiento de genes mediante RNA de interferencia y
sobreexpresion de proteinas mediante transfecciéon génica

En este trabajo se realizaron las transfecciones génicas y de RNA de
interferencia (siRNA) por medio de lipofecciéon. Esta técnica consiste en la
formacién de pequeios liposomas que contienen el DNA o RNA que se pretende
introducir en la célula. Para ello, se utilizé el reactivo lipidico catiénico

Lipofectamine 2000, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las células se cultivaron en placas de 6 pocillos segiin se indica en la Tabla 5.1y
tras alcanzar una confluencia del 50%, se lavaron con PBS estéril afiadiendo
tras los lavados 800 pl de medio Opti-MEM. Se realizé6 una dilucién de
lipofectamina 2000 de 50 pmol o 100 pmol en 100 pl de Opti-MEM para
transfeccion de DNA o siRNA respectivamente. De forma paralela se diluyeron
2 pg de pldsmido (apartado 5.3.1.5) 6 50-100 nM de siRNA (apartado 5.3.1.5)
en 100 pl de Opti-MEM, cada diluciéon se incubé durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Al finalizar dicha incubacién, la solucién de
lipofectamina y de plasmido o siRNA fueron mezcladas e incubadas durante 20

minutos a temperatura ambiente. Dicha mezcla (200 pl) se afiadié a cada
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pocillo y se incubaron las células durante 4 horas. Al terminar el tiempo de
incubacién se retiré el Opti-MEM vy los pocillos fueron lavados con PBS y se
afiadieron 2 ml de medio. Los tratamientos (apartado 5.3.2.1.1 y para el caso
del linea LLC-PK1 apartado 5.3.2.1.3) siempre se han llevado a cabo después de
24 horas de silenciamiento o sobreexpresion y se mantuvieron durante 24-72
horas segin se indica en cada caso. La eficacia de la sobreexpresién o

silenciamiento se comprob6 mediante Western blot.

5.3.2.1.3. Modelo celular de isquemia/reperfusion

Con el fin de simular el proceso de isquemia reperfusion, las células LLC-PK1
fueron sembradas en placas de 6 pocillos a una concentraciéon de 400.000
células por pocillo y se dejaron adherir a la placa durante 12 horas.
Posteriormente, fueron incubadas durante 24 horas en condiciones de hipoxia
(1.5 % oxigeno) e hipercapnia (18% CO2). Pasado este tiempo, las células se
trataron con los compuestos y finalmente fueron incubadas 24 horas mas en
condiciones de normoxia (37°C con 21% de oxigeno y 5% C02) (Fig. 5.2). El
proceso global es por tanto un proceso de Hipoxia-Hipercapnia y Normoxia
(Hx-Hp/Nx).

tratamientos S Normoxia

24h
Células LLC-PK1 1
5% CO2
Hipoxia = 1,5% 02
hipercapnia 2> 18% CO2
Figura 5.2. Representacion esquemdtica del modelo isquemia

reperfusion.
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5.3.2.1.4. Inmunofluorescencia

Las células son sembradas en cubreobjetos redondos (4 cubreobjetos (10 mm)
por pocillo) en placas de 6 pocillos segin cada tipo celular como se detalla en la
Tabla 5.1. Después de los diferentes tratamientos, que se detallan en cada
seccidn, las células fueron fijadas con 4% paraformaldehido en PBS durante 15
minutos y permeabilizadas con 0.3% Triton X-100 (v/v) en PBS durante 15
minutos. A continuacién, fueron incubadas en soluciéon de bloqueo (0.2%
gelatina, 0.3% Triton X-100 en PBS) a temperatura ambiente, durante 1 hora.
Posteriormente, fueron incubadas en la solucién de bloqueo que contenia el
anticuerpo primario en las diluciones que se indican en el apartado 5.3.1.6 a
4°C, durante toda la noche. Después de tres lavados con PBS las muestras se
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente, en soluciéon de
bloqueo, a temperatura ambiente, durante 2 horas en la oscuridad, utilizando
las diluciones que se detallan en el apartado 5.3.1.7. A continuacion, las células
se lavaron 3 veces con PBS y los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos
con 5 pl de soluciéon de montaje (1 parte de DAPI (VECTASHIELD® Mounting
Medium with DAPI) por 1000 partes de mowiol). Se dejaron secar durante 2
horas a temperatura ambiente. Finalmente, se tomaron fotograffias con un
microscopio invertido de fluorescencia (Leica DM 6000) acoplado a una cdmara

digital (Leica DC-500).

5.3.2.2. Ensayos de determinacion de viabilidad y muerte celular:
5.3.2.2.1. Ensayos de Viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular después de los diferentes tratamientos, se
utilizaron ensayos de valoracion de la actividad mitocondrial, asi como ensayos
de exclusion del colorante vital azul de tripan, con contaje en camara de

Neubauer, los cuales se describen a continuacion.

a) Ensayos de actividad mitocondrial por MTT, se utiliz6 la sonda MTT (3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) para evaluar la

integridad mitocondrial. El ensayo de MTT se basa en la reduccién metabélica
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del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), realizada
por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, a formazan un
compuesto de color azul (Fig. 5.3). Esta reducciéon permite determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas, de tal forma que la
cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido

(Denizot y Lang, 1986; Mosmann, 1983).

N NAD+/NADP+
CH,

v, 2 .
N—N HN—N _<N]:i
Y
Q_QJV/;‘ S CH3 NADH/NADPH J} HS
(%4 :

Figura 5.3. Esquema del ensayo de MTT. Reduccién de metabdlica del
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol a formazan. La formacién
de los cristales de formazan puede ser evaluada por absorbancia a 562 nm tras la
disolucién de los cristales en DMSO.

Brevemente, tras sembrar las células en placas de 96 pocillos (Tabla 5.1), se
dejaron adherir a la placa durante la noche. Posteriormente, se incubaron con
los diferentes tratamientos y 4 horas antes de finalizar el tiempo de
tratamiento, se afiadieron 20 pl de MTT a una concentraciéon de 5 mg/ml de
PBS. Tras 4 horas de incubaciéon a 37°C con el MTT, el medio celular fue
eliminado y los cristales de formazdn se solubilizaron con 100 pl de
dimetilsulfoxido (DMSO). Se midi6 entonces la absorbancia total a 562 nm
usando el espectrofluorimetro Wallac Victor 1420 (PerkinElmer). Los
resultados de esta lectura se expresan como porcentaje de disfuncién
mitocondrial de las muestras tratadas frente a las muestras control que carecen

de tratamiento.

% disfuncion mitocondrial: [1-(Células tratadas/Células control)*100)]
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b). Ensayos de viabilidad celular por exclusion del colorante vital azul
de tripdn, esta técnica, permite la evaluacion de la viabilidad de un cultivo
celular mediante la tincion celular con azul de tripan, se basa en el hecho de que
este colorante es excluido de forma activa de las células vivas, aunque es capaz
de teiiir las células muertas o aquellas en la que la membrana celular ha sido

fragmentada.

NH; HN

Células vivas Células muertas

Figura 5.4. Ensayo de exclusion del colorante vital azul de tripdn. A.
Estructura del azul de tripan. B. Esquema de la exclusién del azul de tripan en
células vivas y la tincion de las células muertas.

Para llevar a cabo este ensayo, tras los diferentes tratamientos las células
fueron recolectadas mediante tratamiento con tripsina y centrifugadas a 1.300
rpm durante 5 minutos. Posteriormente el precipitado celular es resuspendido
en medio completo. A continuacién se separd una alicuota y se realiz6 una
dilucion de 1:2 con azul de tripan. 10 pl de la dilucién se colocaron en la
camara de Neubauer, procediendo al recuento de las células vivas

(refringentes) y muertas (azules) utilizando un microscopio 6ptico (Fig. 5.4).

5.3.2.2.2. Deteccion de células apoptéticas por tincion con Anexina

V/yoduro de propidio

El método de deteccion de células apoptoéticas mediante tinciéon con anexina

V/yoduro de propidio (AnnV/IP) se basa en la deteccién de la fosfatidilserina
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(PS), que en células apoptoticas se transloca del interior al exterior de la
membrana plasmatica. La annV es una proteina anticoagulante vascular que
posee una gran afinidad por la PS. Por ello, unida a un fluorocromo adecuado,
permite la identificaciéon de las células apoptdticas tras su uniéon a la PS
localizada en su superficie celular. Sin embargo, la AnnV también es capaz de
unirse a la PS en el interior de aquellas células que no tienen intacta su
membrana plasmatica, consideradas como necrdticas. Por ello, junto con la
AnnV, simultdneamente las células son incubadas con IP un marcador que se
internaliza s6lo en células muertas que poseen la membrana dafada y se
intercala en su DNA emitiendo fluorescencia. Este ensayo permite distinguir
entre células viables (AnnV-/IP-), en apoptosis temprana (AnnV+/IP-), en

apoptosis tardia/ necrosis (AnnV+/IP+) y en necrosis (AnnV-/IP+) (Fig 5.5).

Para llevar a cabo estos ensayos las células fueron cultivadas en placas de 6
pocillos segin se indica en la Tabla 5.1 para los distintos tipos celulares. Tras
los tratamientos, que se indican en cada seccion, fueron recolectadas y se
procedié a su marcaje siguiendo las instrucciones del fabricante (“Annexin V-
FITC Apoptosis Deteccion Kit 1”). Brevemente, por cada 100.000 células se
agregaron 5 pl de AnnV y 5 pl de IP en 90 ul de tamp6n de unidn, se incubaron
durante 15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad y se afiadieron
400 pL de tampodn de unidn. Por dltimo, se analizaron los resultados mediante
citometria de flujo (Cytomics FC de Beckman Coulter) utilizando un laser de
argén a 488 nm. La sefial de la AnnV-FITC se detecté a 518 nm y la sefial del I[P

a 620 nm. Los datos fueron analizados utilizando el programa WinMDI 2.8.
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Necrésis Apoptosis Tardia

FL3/ IP

— :" Apoptosis Temprana

FL1/ Anexina V - FITC

Figura 5.5. Andlisis de células apoptéticas por AnnV/IP por citometria de
flujo.

5.3.2.2.3. Andlisis de ciclo celular

Para estudiar, dentro de una poblacion de células, el porcentaje de ellas que se
encuentra en las distintas fases del ciclo celular, las células (previamente fijadas
y permeabilizadas) fueron incubadas con PI. Este agente como hemos descrito
se intercala en el DNA y lo hace de forma estequiométrica emitiendo
fluorescencia cuando es excitado con luz de una determinada longitud de onda.
La célula incorpora una cantidad de colorante proporcional a su contenido de
DNA de tal forma que, en la fase GO y G1, la célula tiene un contenido diploide
(2n) de DNA, correspondiente a 23 pares de cromosomas, que se observa como
un primer pico; durante la fase S o de sintesis, la célula duplica su contenido en
DNA convirtiéndose en tetraploide (paso de 2n a 4n), esta region no muestra un
pico, sino un intervalo de canales que corresponde a una cantidad de DNA
variable entre 2n y 4n; y en la fase G2, y al inicio de la mitosis, la célula
mantiene este doble contenido de DNA hasta que se divide en dos hijas de
contenido diploide. La fase G2/M muestra un pico, situado en un canal doble
del correspondiente al pico GO/G1, ya que se debe a células tetraploides. La

region que se encuentra en los canales mas bajos del espectro, llamada subG1,
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corresponde a células con el ntcleo fragmentado, es decir, células que se

encuentran en apoptosis (Fig. 5.6).

Numero de células
N N

n/4n A
Cantidad de DNA

Figura 5.6. Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo.

Brevemente, las células se cultivaron en placas de 6 pocillos, el nimero de
células por pocillo varié dependiendo de la linea celular seglin se especifica en
la Tabla 5.1. Tras los tratamientos, las células se recolectaron mediante
tratamiento con tripsina, se lavaron con PBS y se fijaron con 1:1 de etanol
(80%):PBS durante 12 horas a -20°C. Posteriormente, el sedimento celular fue
resuspendido en 300 pl de PBS con 50 pg/ml PI en presencia de 500 pg/ml
RNasa A. Fue incubado primero durante 30 minutos a 37°C en oscuridad y
posteriormente 30 minutos a 42C. La incorporaciéon de IP en las células fue
evaluada mediante citometria de flujo (Cytomics FC de Beckman Coulter). ElIP
se excita con luz de 480 nm y emite fluorescencia a 620 nm. Los datos fueron

analizados utilizando el programa WinMDI 2.8.
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5.3.2.2.4. Ensayos de evaluacion de liberacion de citocromo c al citoplasma

El citocromo c es una proteina que se encuentra normalmente asociada a la
membrana mitocondrial interna y en el espacio intermembrana mitocondrial,
participando en el transporte de electrones que tiene lugar durante la
respiracion mitocondrial. Sin embargo, ante determinadas sefiales
proapoptoticas, el citocromo c se libera al espacio citosoélico ddnde mediante su
interaccion con otras proteinas, desencadena el proceso de apoptosis. Por
tanto, la aparicion de citocromo c en el citoplasma se considera como marcador

apoptético, indicando ademas una implicacién mitocondrial en el proceso.

La técnica que se ha utilizado para el estudio de la liberacién del citocromo c al
citosol se basa en la permeabilizacién selectiva de la membrana celular. Esta
permeabilizacion, permite la liberacion de los componentes citosélicos dejando
intacta la membrana mitocondrial. Las células viables muestran tincién del
citocromo c¢ mitocondrial, mientras que las células que han iniciado el proceso
de apoptosis y por tanto, han liberado citocromo c al citosol no se tifien. Para la
deteccién del citocromo c, se utiliz6 el kit “InnocyteTM Flow Cytometric
Cytochrome c¢ Release”, siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Brevemente, las células se sembraron en placas de 6 pocillos seglin se indica en
la Tabla 5.1 y fueron tratadas como se detalla en cada secciéon. Tras los
tratamientos, se recolectaron mediante tratamiento con tripsina y después de 2
lavados con PBS, el sedimento celular fue resuspendido en soluciéon de
permeabilizaciéon durante 10 minutos en hielo. Posteriormente, fueron fijadas
durante 20 minutos en 8%, de paraformaldehido en PBS y centrifugadas a
1.200 rpm durante 5 minutos. El sedimento celular fue bloqueado durante 1
hora en tampoén de bloqueo (provisto por el kit) e incubado durante 1 hora con
anticuerpo anticitocromo c (diluciéon 1:500). Posteriormente se incubé con el
anticuerpo secundario conjugado a FITC (dilucion 1:300), en tampén de
bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, las

células se resuspendieron en 350 pl de solucién de lavado. La liberacion de
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citocromo c fue entonces evaluada mediante citometria de flujo (Cytomics FC
de Beckman Coulter). Los datos fueron analizados utilizando el programa

WinMDI 2.8.

5.3.2.2.5. Ensayo Actividad Caspasa -3/7

Para la determinacién de la actividad caspasa -3/7 se ha utilizado un ensayo
fluorométrico (Fearnhead, 2001). Las caspasas son cistein-proteasas
caracterizadas por presentar un residuo de cisteina que media la ruptura de
otras proteinas a nivel de un residuo de aspartico. En este ensayo, la caspasa-
3/7 proveniente del lisado celular hidroliza el sustrato Acetil-Asp-Glu-Val-Asp-
7-amino-trifluorometil-coumarina (Ac-DEVD-AFC), liberando el AFC, que es un
marcador fluorogénico. La liberacion de AFC en funcion del tiempo nos permite

evaluar la actividad caspasa-3/7 en cada muestra.

Para realizar este ensayo, las células se sembraron en placas de 6 pocillos segiin
se indica en la Tabla 5.1 y después de los correspondientes tratamientos, se
resuspendieron mediante la adicion de 5 mM de EDTA/PBS. El sedimento
celular fue lavado con PBS frio, resuspendido con 30 ul de tampoén de
extraccion (50 mM PIPES pH 7.0, 50 mM KCI, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl,), e
incubado durante 5 minutos en hielo. Este tampo6n hipotonico permite liberar
el contenido citosdlico sin romper completamente las células. Tras esta
incubacion se realizaron 3 rondas de congelacién/descongelacion en nitrégeno
liquido/agua fria, con agitacion en un vibromixer después de cada ronda. Tras
centrifugar a 13.200 rpm durante 7 minutos a 4°C, se recogi6 el extracto
citosolico (sobrenadante). Al sobrenadante se le cuantificé la concentracion de
proteina total mediante el método colorimétrico del 4cido bicinconinico (BCA,
Pierce BCA Protein Assay Kit) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Como proteina patron se utilizaron concentraciones conocidas de albimina
sérica bovina (BSA). En placas de 96 pocillos de fondo plano negro, se
agregaron 50 pg de proteina, completando con tampén de extraccién hasta

alcanzar un volumen final de 30 pl. Se anadieron 200 pl de 2 pl/ml de Ac-
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DEVD-AFC diluido en 10% glicerol en PBS con 2 mM de DTT. La liberacion de
AFC, se analiz6 usando el espectrofluorimetro Wallac Victor 1420; utilizando
longitudes de onda de excitacién/emisién de 390/510 nm, en un ensayo

cinético que se evalu6 durantel hora a 37°C.

5.3.2.3. Analisis de proteinas en extractos celulares.

5.3.2.3.1. Extractos proteicos totales

Después de los diferentes tratamientos las células, se resuspendieron mediante
tratamiento con tripsina y tras centrifugar, el sedimento celular, fue lavado con
PBS frio y resuspendido en solucién de lisis (25 mM Tris HCl pH 8.0, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1% SDS, 10 pg/ml leupeptina, 100 pM PMSF y 10 pg/ml
pepstatina A). Los extractos fueron incubados durante 10 minutos en hielo y a
95°C durante 5 minutos. Se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 minutos
para eliminar restos celulares. El sobrenadante de esta centrifugacion
representa el extracto proteico. La concentracién de proteina total fue

determinada mediante el método colorimétrico del 4cido bicinconinico, BCA.

5.3.2.3.2. Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

Los extractos proteicos obtenidos en soluciéon de lisis (80 pg de proteina)
fueron suspendidos en tampdn de carga (60 mM Tris pH 6,8, 10% glicerol, 2%
SDS, 5% 2-mercaptoetanol y 0.1% azul de bromofenol), hervidos durante 5
minutos a 95°C, y por ultimo fueron centrifugados a 13.000 rpm durante 1

minuto.

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE, 10-12%), utilizando el sistema de electroforesis vertical (Mini
Protean-3, Bio-Rad Laboratories) y un tampén compuesto por 25 mM de Tris
pH 8.0, 200 mM glicina y 0,1% SDS. Asi mismo, se utilizé un marcador de peso
molecular (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, Fermentas). Una

vez terminada la electroforesis, los geles se fijaron y tifileron con azul de
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Coomassie, o bien se sometieron a electrotransferencia e inmunodeteccion

(técnica de Western blot).

5.3.2.3.3. Tincién de geles con azul de Coomassie

Los geles de poliacrilamida se tifieron con solucién de azul de Coomassie (0.1%
de azul de Coomassie, 50% metanol y 10% 4acido acético) durante 30 minutos
en agitacién, a temperatura ambiente. A continuacién, se destifieron en una

solucion que contenia 20% metanol, 10% acido acético, en agitacion.

5.3.2.3.4. Inmunodeteccion de proteinas (Western blot)

Las proteinas separadas en geles de SDS-PAGE se transfirieron
electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (Nitrocellulose
Membranes, 0.45 pm, Bio-Rad) utilizando el sistema Mini-Transblot (Bio-Rad).
El tampoén de transferencia estaba compuesto por 25 mM Tris pH 7.5, 192 mM
glicina y 20% de metanol. A continuacién, las membranas fueron bloqueadas
durante 1 hora con 5% de leche en TBS-T (“Tris-Buffered Saline” compuesto por
20 mM Tris pH 8.0, 500 mM NacCl, 0,1% Tween-20). La incubacién de las
membranas con el anticuerpo primario (apartado 5.3.1.6) se llevé a cabo en
solucion de bloqueo a 4°C durante toda la noche. Tras lavar las membranas 3
veces con TBS-T, se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario
conjugado a peroxidasa (apartado 5.3.1.7) en solucion de bloqueo, durante 1
hora, a temperatura ambiente. Después de lavar 3 veces con TBS-T, el Western
blot se revel6, mediante ECL segin las instrucciones del fabricante (ECL
Western Blotting Detection Reagents), y las membranas se expusieron a una
pelicula Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare). Se utilizaron los

anticuerpos anti a-tubulina y GAPDH como control de carga.

En ocasiones, algunas membranas de los Western blots se reutilizaron para
incubarlas de nuevo con un anticuerpo primario distinto al inicial, por lo que
fue necesario realizar “stripping” de las mismas. Para ello, las membranas se

incubaron en un tampén compuesto por 10 mM Tris pH 2.3, 150 mM NaCl a
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temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacién, las membranas se
lavaron 3 veces con TBS-T y se realiz6é el Western blot como hemos indicado

anteriormente.

5.4. Tratamiento estadistico de los resultados.

Todos los valores se expresaron como medias + la desviacion estandar de al
menos, tres experimentos independientes. La significatividad se determiné
mediante andlisis de varianza (ANOVA, “Analysis of variance”) de 1 via con un
test Dunnett para comparar diferentes grupos con el grupo control. Asi mismo
se utilizé el test de la t-Student, para comparaciones entre dos grupos de
valores. En todos los casos, un valor de p<0,05 se consideré estadisticamente

significativo.
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