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4. RESULTADOS

RI. _ANALISIS DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LA WP631 EN LAS
LINEAS CELULARES JURKAT T, MCF-7/VP Y MDA-MB-231

4.1. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE LAS ANTRACICLINAS DE
INHIBIR LA PROLIFERACION EN LAS LINEAS CELULARES JURKAT T,
MDA-MB-231 Y MCF-7/VP

En primer lugar se determiné la densidad del inoculo inicial que asegurara que, durante
la realizacion de los experimentos, las células crecian exponencialmente. Se sembraron
diferentes densidades de cultivo (625, 1250, 2500, 3500, 5000, 10000 y 15000
células/ml) de cada linea celular y, 24 horas después, se determino el crecimiento de los
inéculos a lo largo del tiempo (0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas), mediante el ensayo
colorimétrico del MTT (Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se utilizaron
para construir las curvas de crecimiento que se muestran en la Figura R1. En todos los
casos analizados se observo que la absorbancia era directamente proporcional al numero
de células sembradas. Se puede observar que tanto en el caso de la linea de células
leucémicas Jurkat T como en el caso de la linea de carcinoma mamario MCF-7/VP se
obtuvo un crecimiento exponencial hasta las 120 horas a partir de un inéculo de 2500
células/ml (Figuras R1A y RIC). Por otro lado, para obtener un crecimiento
exponencial hasta las 120 horas, fue necesario inocular el doble de células MDA-MB-
231, es decir, 5000 células/ml de cultivo (Figura R1B). Teniendo en cuenta estos
resultados se decidio iniciar los experimentos sembrando 2500 células/ml en el caso de
las lineas Jurkat y MCF-7/VP y 5000 células/ml en el caso de la linea MDA-MB-231.
De esta manera, como los tratamientos con las Antraciclinas comenzaban 24 horas
después de haber inoculado los subcultivos, los experimentos realizados con las lineas
Jurkat y MCF-7/VP partian de una densidad de 5000 células/ml, mientras que para las
células MDA-MB-231 se partio de 10000 células/ml.

La capacidad de las Antraciclinas Daunorubicina y Doxorubicina, y la
Bisantraciclina WP631 de inhibir el crecimiento celular se determind también mediante

el ensayo colorimétrico del MTT. Las células se incubaron con concentraciones
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crecientes de cada farmaco durante 24, 48, 72 y 96 horas, y se determiné la capacidad
de proliferacion de las células (Materiales y Métodos). A partir de los resultados
obtenidos se construyeron las curvas de supervivencia que se muestran en la Figura R2.
A partir de estos resultados se calcularon las concentraciones de cada molécula que
inhiben el crecimiento celular un 50 6 un 75%, dosis ICsy e IC7s, respecto a las mismas

células sin tratar.

12

104" —Te

0,51

o
-

0,64

2 0.4 /
0,24
[ A— *
tﬁo —
0,0 - . .

o
-

o
o

N
\
N
A
N
RA\NVERN

0 24 72 86 120 0 24 48 T2 98
Tiempo (h) Tiempo [(h)
07
o,s-c-
1t
‘g 0,51
e n4l
g 04 -
]
o- 031 /
S 021 H/I--—'—i
o M:

0,0

0 48 72 96 120
Tiempo (h)

Figura R1. Determinacion del indculo celular inicial para la realizacion de los experimentos en
condiciones de crecimiento exponencial. (A) Jurkat T, MDA-MB-231 (B) y MCF-7/VP (C). Se
sembraron diferentes densidades de células (m, 625 células; e, 1250 células; A, 2500 células; X, 3500
células, ¥, 5000 células; 4, 10000 células; +, 15000 células) y se determino la densidad del indculo que
aseguraba el crecimiento exponencial de las células durante 96-120 horas, mediante el ensayo
colorimétrico del MTT. Se indica la duracion de los tratamientos (eje de las ordenadas) y la absorbancia
de las células (eje de las coordenadas). Se representa el valor promedio de 6 experimentos independientes
y la desviacion estandar.

La Tabla R1 (panel superior) muestra los valores ICsy e IC7s calculados para las

células Jurkat después de 72 horas de tratamiento continuo con Daunorubicina o
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WP631. Las concentraciones ICsy e IC75s obtenidas para la Daunorubicina fueron 82.62
nM y 182.18 nM (valores promedio) respectivamente. En el caso de la WP631, el valor

obtenido para la ICsy fue de 17.7 nM, mientras que la IC7s tenia un valor de 60.02 nM.
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Figura R2. Citotoxicidad de la Daunorubicina, la Doxorubicina y la WP631 en células Jurkat T (A y
B), MDA-MB-231 (C y D) y MCF-7/VP (E y F). La supervivencia se determin6é mediante el método del
MTT en células incubadas con Antraciclinas durante 72 (células Jurkat T) 6 96 horas (células MDA-MB-
231 y MCF-7/VP) (véase Materiales y Métodos). Los resultados se expresan como el porcentaje de
supervivencia celular respecto al control sin tratar, que representa el 100%. Se representa el promedio y la
SEM de 6-11 experimentos independientes.

Los valores ICsy e ICys para la Doxorubicina o la WP631 en las lineas MDA-
MB-231 y MCF-7/VP se determinaron tras 96 horas de tratamiento continuo con los

farmacos (Tabla R1).
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En el caso de la linea MDA-MB-231 (Tabla R1, panel central), los valores ICsg e
IC7s calculados para la Doxorubicina fueron 212.3 nM y 1.94 uM, respectivamente,
mientras que las ICsp e IC;5s obtenidas para la WP631 fueron 59.27 nM y 156.54 nM,
respectivamente.

El valor ICsy para la Doxorubicina calculada en las células MCF-7/VP (Tabla
R1, panel inferior) fue de 306.4 nM, mientras que la IC;s a las 96 horas fue superior a
3.3 uM. Teniendo en cuenta que en clinica las concentraciones iniciales de
Antraciclinas en plasma no suelen ser superiores a 2uM (Gewirtz, 1999), un tumor se
puede considerar resistente a un tratamiento cuando las dosis efectivas para remitir su
progresion son dosis supraclinicas. Por este motivo, se decidié descartar el uso de la
dosis IC7s para la Doxorubicina en los experimentos posteriores con las células MCF-
7/VP. Por otro lado, las concentraciones ICsy e IC75 obtenidas para la WP631 en la linea

MCEF-7/VP fueron 122.1 nM y 594,3 nM, respectivamente.

Tabla R1. Valores de las concentraciones de Daunorubicina, Doxorubicina y WP631 que inhiben el
crecimiento celular un 50% (dosis ICsp) o un 75% (dosis ICss) en las lineas Jurkat T, MDA-MB-231 y
MCF-7/VP. Los valores se determinaron a partir de los resultados de las curvas de crecimiento que se
muestran en la Figura R2. Se indican los valores promedio y la SEM de, al menos, seis experimentos
independientes.

Jurkat T ICs50 (nM) IC75 (nM)
Daunorubicina 82.62 £ 8.87 182.18 £13.30
WP631 17.70 £ 6.00 60.02 £ 19.50
Ratio DAU/WP 4.7 3
MDA-MB-231 ICsy (nM) 1C75 (nM)
Doxorubicina 212.3+£3.22 1940 £ 0.48
WP631 59.27+0.90 156.54 £ 0.51
Ratio DOX/WP 3.6 12.4
MCF-7/VP IC59 (nM) I1C;5s (nM)
Doxorubicina 306.4 £1.28 > 3300
WP631 122.1£0.01 5943 +3.19

Ratio DOX/WP 2.5 >5.6
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Se ha demostrado que las concentraciones de WP631 necesarias para inhibir el
crecimiento celular fueron siempre inferiores a las de Daunorubicina o Doxorubicina,
que inhibian el crecimiento de las células de manera equivalente. De estos resultados se
deduce que, al menos en las lineas celulares analizadas, la WP631 se comportdé como un

agente antiproliferativo muy eficaz.

A la hora de disefiar los experimentos que se mostraran a continuacion
decidimos realizar tratamientos continuos con las diferentes dosis de Antraciclinas
durante 72 6 96 horas (segun el momento en que se determinaron los valores ICsy e IC7s
para los fairmacos). Pasado este periodo de tiempo, se sustituy6 el medio de cultivo por
medio libre de farmaco. De esta manera, nos asegurdbamos de que el efecto de los

farmacos se mantenia con el tiempo, incluso en ausencia de los farmacos.

4.2. CUANTIFICACION DE LOS EFECTOS CITOTOXICOS Y
CITOSTATICOS DE LAS ANTRACICLINAS EN LAS LINEAS CELULARES
JURKAT T, MDA-MB-231 Y MCF-7/VP

El ensayo del MTT nos permiti¢ determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento
celular inducido por Antraciclinas. Sin embargo, este tipo de ensayo no permite
discriminar si la inhibicion del crecimiento se debe a la induccion de muerte celular
(efecto citotdxico) o a la parada de la progresion del ciclo celular (efecto citostatico).
Por este motivo, decidimos realizar el recuento de la mortalidad celular y analizar la

distribucion de las fases del ciclo celular a lo largo del tiempo.

4.2.1. Analisis de la mortalidad celular inducida por Antraciclinas
El recuento del nimero de células vivas y muertas tras los tratamientos, se realizd
mediante una tincion con azul de tripano, a lo largo de diferentes tiempos.

Los tratamientos realizados con Daunorubicina en las células Jurkat T
provocaron la muerte celular rapida (Tabla R2). La mortalidad en células Jurkat T
tratadas con 182 nM Daunorubicina (valor IC7s) durante 48 horas fue cercana al 100%.
El tratamiento con la mitad de la dosis, 91 nM (~ICs), indujo un 36% de muerte celular
a las 24 horas y, practicamente, todas las células estaban muertas a las 48 horas. Los
resultados obtenidos con los tratamientos de las células Jurkat T con 18 y 60 nM
WP631 (ICso e ICys, respectivamente) fueron, sin embargo, muy diferentes. La Tabla

R2 muestra como, en los dos casos, la mortalidad fue muy reducida (2-3%) hasta las 72
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horas de tratamiento. La mortalidad celular inducida por 60 nM WP631 aument6 de
manera significativa entre uno y dos dias tras el cambio de medio de cultivo, pasando de
~80 % a un 100 %. La mortalidad inducida por el tratamiento continuo durante 72 horas
con 18 nM WP631 se mantuvo baja hasta dos dias después de haber cambiado el medio
de cultivo (4.6 %). La muerte celular aumentd entre los seis y nueve dias tras el cambio
del medio (desde ~50% hasta el 100%).

Las células MDA-MB-231 y MCF-7/VP crecen adheridas en los frascos de
cultivo. Las células que mueren se van “desenganchando” de la superficie y se
encuentran en suspension en el sobrenadante. Por este motivo, el recuento de la
mortalidad se realizo en las células adheridas a los frascos y en las células en
suspension. Los resultados que se muestran en la Tabla R2 corresponden al recuento de
la mortalidad celular en las monocapas (células adheridas) ya que, en muchos casos, los
sobrenadantes contenian gran cantidad de fragmentos o debris celulares,
imposibilitando realizar un recuento fiable. Por lo tanto, hay que tener en cuenta que la
mortalidad celular total en estos casos (células adheridas y en suspension), fue siempre
superior a los valores que se muestran en la Tabla R2 y que, los valores mas altos de
mortalidad, se obtuvieron en los sobrenadantes (células en suspension).

Las dosis ICsy e IC75s determinadas a las 96 horas para la Doxorubicina en la
linea MDA-MB-231, indujeron un incremento progresivo de la mortalidad celular en las
células adheridas (Tabla R2). Tres dias después de haber cambiado el medio de cultivo,
no encontramos células adheridas en los cultivos tratados con 2 uM Doxorubicina
(IC75). Toda la poblacion celular se encontraba en el sobrenadante, con casi un 100% de
mortalidad (tefiidas con azul de tripano). La ICsy (212 nM), provocé el mismo efecto
cinco dias después de haber cambiado el medio de cultivo. Las dos concentraciones de
WP631 analizadas (dosis ICsp e IC7s) indujeron un comportamiento celular similar,
aunque la méxima mortalidad celular no se produjo hasta los siete dias tras el cambio
del medio de cultivo (Tabla R2). En todos los casos analizados, la induccion de la

muerte celular en esta linea fue un fendmeno mas lento que en células Jurkat T.
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Tabla R2. Recuento de la mortalidad celular en células Jurkat T (parte superior), MDA-MB-231 (parte
central) y MCF-7/VP (parte inferior) tratadas con las dosis ICsy e IC;s para la Daunorubicina,
Doxorubicina o WP631 durante 72 6 96 horas (véase 4.1) con posterior cambio del medio de cultivo. Se
realizo el recuento de la mortalidad a lo largo del tiempo, mediante una tincion con azul de tripano. El
recuento se realizod cuatro veces, obteniéndose resultados similares. El simbolo — representa el momento
en que la mortalidad fue del 100%, o bien aquellos casos en que no habia células adheridas en la
superficie de los frascos porque éstas estaban muertas en el sobrenadante.

Jurkat T 4h 24h 48h 72h 72h+t1d 72h+2d 72h+6d 72h+9d

91 nM Daunorubicina 8 36 ~100 - - - - -

182 nM Daunorubicina 7 78 ~100 - - - - -

18 nM WP631 0.9 2 2.4 3 4.3 4.6 53.5 ~100
60 nM WP631 4 5 7 8 82 ~100 - -
MDA-MB-231 4h 24h 48h 72h 96h 96h+3d 96h+5d 96h+7d
212 nM Doxorubicina 89 213 639 304 409 98 ~100 -

2 uM Doxorubicina 24 179 389 328 50 ~100 - -

59 nM WP631 7.7 143 451 31.6 26.7 25.5 98 ~100
157 nM WP631 83 189 322 356 684 72.8 87,9 ~100
MCEF-7/VP 4h 24h 48h 72h 96h 96h+3d 96h+5d 96h+7d
307 nM Doxorubicina 9 318 20 21 20 233 249 15.5
122 nM WP631 24 25 35 45 18 13.3 3.7 0.3
594 nM WP631 7.7 25 352 352 25 ~100 - -

La Tabla R2 muestra también el recuento de la mortalidad celular de la
monocapa (células adheridas) correspondiente a células MCF-7/VP. Se puede observar
que los tratamientos con 307 nM Doxorubicina y 122 nM WP631 (dosis ICsg para los
dos farmacos, respectivamente) no indujeron la muerte del 100% de las células. La
mortalidad de las células tratadas con 307 nM Doxorubicina pasé de ~25% a los 3 dias
del cambio de medio, al ~15% 2 dias después. Por otro lado, la mortalidad de las células

MCEF-7/VP tratadas con 122 nM WP631 se redujo a partir de las 72 horas de tratamiento
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(pasando de un 45% a menos del 1% 7 dias después del cambio de medio de cultivo). El
unico tratamiento que produjo el 100% de muerte 3 dias después al cambio de medio
fue 594 nM WP631 (valor IC7s determinado a las 96 horas).

De estos resultados se deduce que el comportamiento de la linea celular MCF-
7/VP es heterogéneo: estd formada por una subpoblacién sensible a todos los
tratamientos analizados, y por otra subpoblacion “mads resistente”, que responde
unicamente al tratamiento con la IC;s para la WP631. Estos resultados indican que las
células MCF-7/VP son resistentes a la Doxorubicina y al tratamiento con la ICsy para la

WP631.

4.2.2. Analisis de las perturbaciones del ciclo celular inducidas por Antraciclinas

Si se comparan los resultados del ensayo del MTT (Figura R2) con los resultados de
mortalidad celular, se observa que la inhibicion del crecimiento celular no siempre
estaba asociada a la induccion de la muerte celular (Tabla R2). Este fenomeno se
observa con mayor claridad en las células Jurkat T, ya que al crecer en suspension, se
pudo realizar el recuento de mortalidad sobre el total de la poblacion celular. A modo de
ejemplo, 60 nM WP631 inhibid, a las 72 horas de tratamiento continuo, el crecimiento
del 75% de las células (Figura R2). Sin embargo, la mortalidad celular inducida tras 72
horas con este tratamiento, no supero6 el 8% (Tabla R2). A partir de estos resultados se
deduce que la inhibicion del crecimiento celular podria estar causada, al menos
inicialmente, por la parada de la progresion el ciclo celular en alguna de sus fases. Por
este motivo, decidimos realizar una tincién con yoduro de propidio y analizar la
distribucion de las diferentes fases del ciclo en un citometro de flujo.

La Figura R3 muestra las variaciones temporales en la distribucion del ciclo
celular de las células tratadas con los diferentes fArmacos y dosis, tefiidas con yoduro de
propidio y analizadas en un citdmetro de flujo. Se realizo en paralelo el andlisis de la
distribucion del ciclo celular de células sin tratar (control). Se analizé la distribucidn de
las diferentes fases del ciclo celular de cultivos tratados con las dosis ICsy e ICys,
determinadas para los farmacos a las 72 horas, en el caso de las células Jurkat T, o a las
96 horas en el caso de las lineas MDA-MB-231 y MCF-7/VP (Tabla R1). En todas las
lineas celulares analizadas, las células control mantuvieron un patrén de distribucion
constante a lo largo del tiempo, tipico de las células que proliferan con normalidad, con

la mayoria de células en la fase G; (Figura R3).
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El anélisis del ciclo celular revelo que el comportamiento de las células Jurkat T
dependia de la dosis de Daunorubicina utilizada (Figura R3A). Los tratamientos
continuos durante 72 horas, tanto con la dosis IC;s (182 nM) como la mitad de la
concentracion (91 nM, ~dosis ICs ), indujeron la muerte celular de forma masiva a las
72 horas. Por este motivo, se analizo la distribucion del ciclo celular a las 4, 10, 24 y 48
horas de tratamiento con las diferentes dosis de Daunorubicina. Se puede observar que
la dosis de Daunorubicina de 182 nM indujo la muerte celular radpidamente (entre las 4
y 10 horas de tratamiento), ya que el pico de células en fase sub-Gy; aumentd
significativamente en estos tiempos (Figura R3A). Las células se acumularon en las
fases G; y S del ciclo celular y después murieron. Cuando se utilizé una dosis inferior
de Daunorubicina (91 nM) los efectos observados a nivel celular fueron claramente
diferentes. Este tratamiento indujo la parada del ciclo celular en la fase G,/M, entre las
10 y las 24 horas de tratamiento continuo (Figura R3A). Se puede observar como, a las
48 horas, la distribucién del ciclo celular se encontraba alterada, no pudiéndose
distinguir claramente las diferentes fases, indicativo del inicio de la muerte celular
(Figura R3A). De estos resultados se deduce que los efectos de la Daunorubicina sobre
la linea celular Jurkat T dependen de la dosis utilizada. Las dosis mds altas se asocian a
la muerte rapida de las células desde las fases G; y S (patrén tipico de la muerte por
apoptosis dependiente de p53), mientras que el tratamiento con dosis menores pone de
manifiesto lo que parece un fenomeno de muerte celular diferente a la apoptosis, que

tiene lugar mas lentamente y desde la fase Go/M.

Cuando se trataron las células Jurkat T con 18 nM 6 60 nM WP631 (dosis ICsp e
IC75) los efectos que se observaron a nivel celular fueron similares. A partir de este
resultado se adopto el criterio de trabajar inicamente con la dosis 1C7s para los farmacos
cuando las dosis ICys e ICsy provocaran los mismos efectos a nivel celular. La figura
R3A muestra los resultados de la distribucion del ciclo de células tratadas con 60 nM
WP631. Entre las 72 y 78 horas de tratamiento, la dosis IC7s para la WP631 indujo la
parada del ciclo celular en la fase G»/M y la aparicidn de un pico de células poliploides
(8n). A las 72 h de tratamiento habia, aproximadamente, un 6% de células poliploides y
casi un 10%, respecto al total de células, a las 75 horas. A las 78 horas el porcentaje de
células poliploides se redujo al 3.5%, momento en que el ciclo celular comenzé a
alterarse y a aumentar el pico sub-Gy,, correspondiente a células muertas. Estos

resultados indican que la WP631 induce la muerte celular a través de un mecanismo
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totalmente diferente a la apoptosis, posiblemente induciendo catastrofe mitotica (véase
Introduccidn). Sorprendid que a pesar de ser muy citotoxica en células Jurkat T (Tabla
R1), la WP631 indujera un mecanismo de muerte diferente a la apoptosis, especialmente
en una linea celular con p53 funcional como las células Jurkat T. Por este motivo, y
aprovechando que las lineas MDA-MB-231 y MCF-7/VP son resistentes a la apoptosis
(Materiales y Métodos), decidimos analizar mas detalladamente este fendmeno sobre las

células que crecian adheridas a los frascos..

La Figura R3B muestra la distribucion de fases de células MDA-MB-231
tratadas con 2 uM Doxorubicina 6 157 nM WP631 (dosis IC7s). Se observa como los
tratamientos durante 96 horas con 2 uM Doxorubicina ¢ 157 nM WP631 provocaron la
acumulacidon de las células en la fase Go/M. También se observd la acumulacion de
células poliploides, especialmente en las células tratadas con WP631. Se observo que,
tres dias después del cambio de medio, ya no habia células creciendo adheridas a los
frascos en los cultivos tratados con 2 uM Doxorubicina. Las células se encontraban en
el sobrenadante y la gran mayoria estaba muerta (andlisis realizado mediante la tincion
con azul de tripano). Sin embargo, el tratamiento con 157 nM WP631, provoco la
muerte de las células de manera més lenta (Figura R3B): a los siete dias tras el cambio
de medio, la totalidad de las células se encontraban en suspension y tefiidas con azul de
tripano. De estos resultados se deduce que, tanto la Doxorubicina como la WP631,
inducen la acumulacion de células MDA-MB-231 4n y 8n, y la muerte posterior por un
proceso de tipo no-apoptoético.

La Figura R3C muestra la distribucion de las células MCF-7/VP tratadas durante
96 h con 307 nM Doxorubicina (dosis ICsp). Se puede observar que, a las 96 horas de
tratamiento continuo, la Doxorubicina indujo la acumulacion de células 4n (Go/M) y
poliploides (8n). Este patrén se mantuvo en el tiempo hasta 5 dias después de haber
eliminado el firmaco del medio de cultivo. A partir de este momento, las células
parecian recuperarse, ya que la distribucion de ciclo celular fue comparable a la de las
células sin tratar (con una mayoria de la poblacidn en la fase G;). Esta distribucion se
mantuvo hasta 12 dias después de haberse cambiado el medio de cultivo (Figura R4).
Cuando las células se trataron con WP631, la distribucién del ciclo celular fue diferente
segun la dosis usada.

El tratamiento de las células MCF-7/VP durante 96 horas con 594 nM WP631

(dosis IC7s), indujo también la parada en G,/M y la aparicion de células poliploides
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(Figura R3C). A diferencia de los resultados obtenidos con la Doxorubicina, tres dias
después de haber cambiado el medio de cultivo, todas las células se encontraron
formando parte del pico 8n. Estas células poliploides murieron a los cinco dias del
cambio de medio, encontrindose en su totalidad flotando en el sobrenadante. Sin
embargo, cuando se utilizd la dosis ICsy determinada para la WP631, 122 nM, las
células se mantuvieron vivas hasta 12 dias después de haber retirado el farmaco del
cultivo, manteniendo una distribucion del ciclo celular, con la mayoria de células en la
fase Gy, igual que las células control (Figura R3C y Figura R4). Estos resultados
confirmaron que la linea celular MCF-7/VP no responde ni a la Doxorubicina ni al
tratamiento con 122 nM WP631, mientras que, Unicamente los tratamientos con la dosis

IC75 para la WP631 (594 nM) inducen la muerte celular de tipo no-apoptdtico.

4.3. ANALISIS DE LA RESISTENCIA EN LA LINEA CELULAR MCF-7/VP
Decidimos realizar ensayos adicionales que permitieran confirmar con toda seguridad la

resistencia de las células MCF-7/VP a la Doxorubicina y a la dosis ICsy para la WP631.

4.3.1. Ensayos de proliferacion celular

Se realizé un a comparacion de los resultados de mortalidad celular, obtenidos mediante
tincion con azul de tripano (Tabla R2), con los patrones de la distribucion del ciclo
celular de células MCF-7/VP tratadas con 307 nM Doxorubicina (ICsp), 122 nM WP631
(ICs0) 6 594 nM WP631 (IC7s). Se estudiaron las células que estaban adheridas en los
frascos (c€lulas con baja mortalidad) y las células presentes en los sobrenadantes
(células con alta mortalidad) (Figura R4). Se trataron las células durante 96 horas y se
sustituyé el medio de cultivo por medio libre de fdrmaco. La tincién con yoduro de
propidio se realizd sobre las células adherentes y en suspension, 7'y 12 dias después del
cambio de medio. En los cultivos control la distribucion de las células adheridas 7 dias
después del cambio de medio fue normal, pero debido a la falta de superficie de
crecimiento, en el sobrenadante también detectamos células viables (acumuladas en Gy)
y un cierto porcentaje de células muertas (pico sub-Gy,) (Figura R4). Sin embargo, a
los 12 dias del cambio de medio de cultivo, las células control que se encontraban tanto

adheridas como en suspension en el sobrenadante, estaban muertas (pico sub-Gy).
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Esto se debe a que, al tratarse de células que proliferaban con normalidad, los nutrientes
y la superficie para seguir proliferando en los frascos, se reducen con el tiempo. Por otro
lado, cuando se trataron las células con 307 nM Doxorubicina, una parte de las células
estaban muertas en los sobrenadantes o acumuladas en la fase G, M. Se puede observar
que otra parte quedaba adherida a los frascos. Estas células que, inicialmente se
acumularon en la fase Go/M (Figura R3), a partir de los 7 dias del cambio de medio de
cultivo, parecian completar la mitosis y recuperar una distribucion de fases comparable
al control. El recuento de mortalidad reveld que estas células eran viables (Tabla R2).
De la misma manera, se puede comprobar que, a los 7y 12 dias del cambio de medio,
parte de las células tratadas con 122 nM WP631 se encontr6 en el sobrenadante, muerta
o acumulada en la fase G»/M, mientras que otra parte se encontraba adherida al frasco,
con una distribucidn equiparable a las células sin tratar. Estos resultados confirman la
heterogeneidad en el comportamiento de la linea MCF-7/VP: mientras un grupo de
células fue sensible a los tratamientos con 307 nM Doxorubicina 6 122 nM WP631,
induciendo la muerte celular desde la fase G»/M, otro grupo fue capaz de recuperarse o
de no responder a los tratamientos (células resistentes) (Figuras R3 y R4). Por este
motivo, al haber muerto parte de la poblacidn, las células resistentes disponian de
superficie suficiente para poder continuar dividiéndose 12 dias después del cambio de

medio, a diferencia de lo que se observé en las células control.

Para analizar con mayor profundidad los efectos de las dosis ICsy para la
Doxorubicina y la WP631 sobre la linea MCF-7/VP, se realizaron cuatro tipos de
experimentos: ensayo clonogénico, recuento de viabilidad, analisis de proliferacion
usando CFSE, y andlisis de la distribucion del ciclo celular a tiempos largos, que se

explican a continuacion.

Figura R3. Alteraciones en la distribucién del ciclo celular a lo largo del tiempo inducidas por la
Daunorubicina, la Doxorubicina y la WP631, sobre las lineas Jurkat T (A), MDA-MB-231 (B) y MCF-
7/VP (C). La distribucion del ciclo celular se determind mediante la tinciéon con yoduro de propidio de las
células y su posterior analisis en un citdmetro de flujo. Se realizaron, al menos, tres experimentos
independientes, con resultados similares.
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Figura R4. Distribucion del ciclo celular de las células MCF-7/VP tratadas con 307 nM Doxorubicina,
122 nM WP631, 594 nM WP631 o sin tratar. Se realizaron tratamientos continuos de 96 horas y se
analizo la distribucion del ciclo de las células que crecian adheridas al frasco (viables) y de las células del
sobrenadante (inviables en su gran mayoria), tras siete y doce dias de haber retirado los farmacos del
medio de cultivo.

96 h + 7 dias

96 h + 12 dias

Tras los tratamientos continuos durante 96 horas con las dosis correspondientes
de cada farmaco, se incubaron las células con medio fresco durante 27 dias (ver
Materiales y Métodos). Pasados los 27 dias, se realiz6 el recuento de células vivas y
muertas, y un ensayo clonogénico (determinacion de la capacidad de las células de
formar colonias y, por lo tanto, de proliferar) mediante una tincion con azul de tripano.
Los cultivos tratados con 307 nM Doxorubicina 6 122 nM WP631, el numero de células
vivas fue comparable a las células control, 27 dias después de haber retirado los
farmacos del medio de cultivo (Tabla R3). Este resultado confirma que la subpoblacion
resistente de células tratadas crecia con normalidad y que su tasa de division era la
misma que la de las células MCF-7/VP sin tratar. El recuento de células muertas
demostrd que los tratamientos no provocaron un incremento de la muerte celular, ya que
esta fue inferior al 4% tanto en los cultivos tratados como en el cultivo control (Tabla
R3). En todos los cultivos analizados, tanto en los tratamientos como en el control, el
nimero de células por colonia fue siempre superior a 50. Este resultado indica que los
tratamientos no afectaron la capacidad de las células supervivientes de formar colonias
(clonogenicidad) y que, por lo tanto, no interferian con la capacidad de proliferacion de
las células. Después de realizar estos experimento, las células tratadas y control se
replaquearon por triplicado, a una densidad de 1x10° células por placa, para realizar una

tincion con CFSE, una tincion con yoduro de propidio y, un nuevo ensayo de formacion



Resultados 145

de colonias y viabilidad, 3 dias mas tarde. La Tabla R3 muestra como, 30 dias después
de haber eliminado los farmacos del medio, la capacidad de formar colonias, la tasa de
division celular y viabilidad de las células tratadas siguio sin diferir de las células sin
tratar.

La Figura RSA muestra que a los 30 dias de haber eliminado los fdrmacos del
medio, los cultivos correspondientes a los tratamientos mostraban una distribucién de
las fases del ciclo celular equivalente a las células control. Cuando las células tefiidas
con CFSE se dividen, reparten de manera equitativa el colorante a sus células hijas,
resultando en la reduccién de la fluorescencia media cuando se analizan las células en
un citdmetro de flujo (Materiales y Métodos). Por el contrario, las células que han
dejado de proliferar resultan en la obtencion de valores altos de fluorescencia, cuando se
analizan en un citometro. Los resultados obtenidos con la tincion con CFSE (Figura
R5B) confirmaron que, efectivamente, las células tratadas con las dosis ICsy para la
Doxorubicina o la WP631, habian recuperado la capacidad de proliferar normalmente
ya que, igual que el control, estos tratamientos resultaron en picos de fluorescencia

baja.

Tabla R3. Recuento de células, mediante la tincion con azul de tripano, en cultivos de células MCF-
7/VP tratados con 307 nM 6 122 nM WP631, o sin tratar (control). Se determind el nimero de células
vivas y muertas en cada caso, asi como el niimero de colonias con mas de 50 células, con respecto al
numero total de colonias (ensayo clonogénico). Se indican los valores promedio de tres experimentos
independientes y la desviacion estandar.

27 DIAS CONTROL 307 nM Doxorubicina 122 nM WP631
Vivas 4,1 (x0,4) x 10° 4,0 (£0,5)x 10° 3,4 (x0,3) x 10°
Muertas 1,1 (£0,1)x 105 9.8 (+0,1) x 10° 9.6 (+3,8) x 10°
% Viabilidad 97,5+9.,5 97,6+ 11,2 97,2+ 8,3

% (colonias>50

células)/ntimero de 100 100 100
colonias

30 DIAS CONTROL 307 nM Doxorubicina 122 nM WP631
Vivas 8,9 (x0,6) x 10° 7,9 (£ 0,8) x 10° 9,0 (+0,4) x 10°
Muertas 2,7 (1,9x10° 55&1,3)x10° 4,4 (£1,6) x 10°
% Viabilidad 97,1 +6,3 93,9 + 8.9 95,4 +43

% (colonias>50

células)/nimero de 100 100 100
colonias
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Los resultados que se presentan en la tabla R3 y en la Figura RS demuestran, en
conjunto, que las dosis 307 nM Doxorubicina y 122 nM WP631 (dosis ICsp) no
afectaron la proliferaciéon ni indujeron la muerte de las células MCF-7/VP. Estos

resultados confirman que las células MCF-7/VP son resistentes estas dosis.

A.

p—— -
= J =

CONTROL 30T nM Doxorubicina 122 n WG

L W

-
CONTROL 307 nM Doxorubicina 122 nM WPE31

Figura RS. Andlisis de la distribucién del ciclo celular (A) y tincién con CFSE (B). Las células MCF-
7/VP tratadas con 307 nM Doxorubicina 6 122 nM WP631, o sin tratar (control) durante 96 horas, se
tifieron con yoduro de propidio o CFSE después de 30 dias para comparar la distribucion del ciclo celular
y la capacidad de proliferacion de las células tratadas, con respecto a las células sin tratar. Se realizaron
tres experimentos independientes y se obtuvieron resultados similares.

4.4. DETERMINACION DE LA ACUMULACION INTRACELULAR DE
ANTRACICLINAS

Para determinar si las diferentes respuestas observadas se debian a diferencias en
la capacidad de las lineas celulares de capturar cada uno de los farmacos, se cuantificd
la absorcidn celular de las Antraciclinas a lo largo del tiempo. Aprovechando que el
cromoforo presente en la estructura de las Antraciclinas emite fluorescencia cuando se
excita a determinada longitud de onda, utilizamos un espectrofluorimetro para
cuantificar la acumulacion intracelular de los farmacos (Materiales y Métodos). La
determinacion de la acumulacién de fadrmacos se realizéd sobre lisados celulares
obtenidos a partir de cultivos tratados con Daunorubicina, Doxorubicina o WP631. Para
simplificar el andlisis los cultivos se trataron Unicamente con las dosis ICys

determinadas en cada caso, asumiendo que las cinéticas de incorporacion de los
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farmacos utilizados en sus dosis ICsy deberian ser proporcionales y equivalentes.
Excepcionalmente, se cuantifico la acumulacién intracelular de la WP631 en las células
MCF-7/VP tratadas con las dos dosis, ICsy € IC75, debido a las diferencias en cuanto a
sensibilidad que se han expuesto anteriormente. Se determind la acumulacion absoluta
de cada farmaco con el tiempo (medida en ng/1x10 células viables) y la acumulacion
relativa de la WP631 con respecto a la Daunorubicina o la Doxorubicina (Figura R6).

Las cinéticas de entrada de la Daunorubicina y la WP631 en las células JurkaT T
fueron muy diferentes (Figura R6A). La acumulacion intracelular de Daunorubicina a
las 4 horas de tratamiento fue unas cinco veces superior a la de la WP631. Se puede
observar que la entrada maxima de Daunorubicina al interior de las células tuvo lugar a
las 4 horas de tratamiento, ya que su concentracion intracelular no aumentd con el
tiempo (48 y 72 horas) e incluso, parecia reducirse (Figura R6A). Consideramos que,
mas que una reduccién en la acumulacion de Daunorubicina, lo que sucedia era que, al
aumentar la cantidad de células muertas con el tiempo, habia una mayor cantidad de
restos celulares y DNA en el medio, que podian actuar “secuestrando” moléculas de
Daunorubicina, impidiendo que estas entraran en las células que aun permanecian
viables. Se pudo observar también que la incorporacion de WP631 aumento,
aproximadamente, dos veces a las 48 horas de tratamiento, alcanzando unos valores de
farmaco intracelular que se mantuvieron constantes hasta las 72 horas de tratamiento
continuo. A pesar de que la maxima acumulacion de WP631 tuvo lugar a partir de las
48 horas, la cantidad de Daunorubicina incorporada continuaba siendo superior (mas de
dos veces). De estos resultados se puede deducir que la Daunorubicina penetra mas
eficazmente que la WP631 en el interior de las células Jurkat T.

A diferencia de las células Jurkat T, en las lineas MDA-MB-231 y MCF-7/VP,
los farmacos empezaron a acumularse significativamente en el interior de las células a

partir de las 24 horas de tratamiento (Figuras R6B y R6C).

La Figura R6B muestra las cinéticas de acumulacion de la Doxorubicina y la
WP631 en las células MDA-MB-231. Se puede observar que tras 24 horas de
tratamiento con 2uM Doxorubicina 6 157 nM WP631, la cantidad de intracelular de
ambos farmacos fue comparable. Sin embargo, a partir de las 24 horas, la cinética de
incorporaciéon de la WP631, comparada con la de la Doxorubicina fue muy distinta. Por
un lado, la cantidad de Doxorubicina que incorporaron las células, tras 48 horas de

tratamiento, aumento unas seis veces con respecto a las 24 horas, valor que no aument6
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significativamente a las 96 horas de tratamiento continuo. Por lo tanto, la acumulacién
maxima de la Doxorubicina tuvo lugar a partir de las 48 horas de tratamiento continuo.
Por otro lado, se puede observar que la cantidad de WP631 que absorbieron las células
MDA-MB-231 no aumentd con el tiempo, por lo que se puede considerar que la
acumulacién intracelular de la WP631 fue méxima a partir de las 24 horas de
tratamiento. A partir de esos resultados concluimos que la Doxorubicina se incorpora en

las células MDA-MB-231 con mayor eficiencia que la WP631.

La Figura R6C muestra los resultados de las cinéticas de absorcion de la
Doxorubicina y la WP631 en las células MCF-7/VP. Mientras que la cantidad de
Doxorubicina que se acumuld en las células no varid con el tiempo, la cinética de
acumulacién de la WP631 dependia de la dosis utilizada. A las 24 horas de tratamiento
continuo con 594 nM WP631 (ICs), la cantidad de farmaco acumulado fue muy
superior a las concentraciones de Doxorubicina o WP631 presentes en las células
tratadas con 307 nM Doxorubicina (ICsg), o una dosis menor de WP631 (122 nM, ICs),
que fueron comparables entre si. Sin embargo, tras 48 horas de tratamiento con WP631,
la concentracion de farmaco en el interior de las células fue aproximadamente la misma,
independientemente de las dosis utilizada (594 nM 6 122 nM), y cerca de 20 veces
superior a la cantidad de Doxorubicina intracelular. Cuando se determind la
acumulacién de los farmacos a las 96 horas de tratamiento, observamos que en las
células MCF-7/VP tratadas con 594 nM WP631 ésta fue casi 5 veces superior respecto a
las 48 horas. Sin embargo, cuando se trataron las células con 122 nM WP631, la
cantidad de farmaco acumulado en las células se redujo unas 4 veces con respecto a las
48 horas, y era muy parecida a la Doxorubicina acumulada a las 96 horas de
tratamiento, cuya entrada al interior de las células no aument6 desde las 24 horas.
Como se puede observar en la Figura R6C, la acumulacion de WP631 en células
tratadas con una dosis de 594 nM fue casi 100 veces superior a la Doxorubicina y a la
WP631 intracelulares, en células tratadas con 122 nM WP631. De estos resultados se
deduce que la WP631 se acumuld en las células MCF-7/VP mas eficientemente que la
Doxorubicina. Sin embargo, dependiendo de la dosis usada, la concentracion
intracelular de la Bisantraciclina aumenté con el tiempo (dosis ICss), o bien fue
expulsada por las células (dosis ICsp). Este resultado explica porqué las células MCF-

7/VP respondieron inicamente al tratamiento con las dosis IC7s para la WP631 y fueron
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Figura R6. Cinéticas de absorcion de la Daunorubicina y la WP631 en células Jurkat T (A), y de la
Doxorubicina y la WP631 en células MDA-MB-231 (B) o MCF-7/VP (C). Se representa el valor
promedio de la acumulacion intracelular de la WP631 (ng WP631/10” células), respecto a la acumulacion
de Daunorubicina o Doxorubicina (ng /107 células), y las desviaciones estandar de 3 experimentos

independientes.
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resistentes al tratamiento con las dosis ICsy para la Doxorubicina o la WP631 (307 nM y
122 nM, respectivamente) (Tabla R2, Figuras R3 y R4).

A partir de los resultados de los experimentos de acumulacion se concluye que
en las lineas celulares que no presentan resistencia multiple a antitumorales (Jurkat T y
MDA-MB-231), la acumulacién de la WP631 es claramente inferior a la cantidad de
Daunorubicina o Doxorubicina. A partir de los resultados presentados en la Tabla R1, se
deduce que no so6lo se requieren menores concentraciones de WP631 que de
Daunorubicina o Doxorubicina para inhibir el crecimiento de estas células, sino que la
cantidad de farmaco efectiva (las moléculas que se encuentran en el interior de las
células) para ejercer este efecto es mucho menor. Por otro lado, la linea celular MCF-
7/VP, que presenta fenotipo MDR (Multidrug Resistance) es capaz de acumular
unicamente la WP631, y no Doxorubicina, pero dependiendo de la dosis de WP631

utilizada (Figura R6C).

RII. _LAS ANTRACICLINAS PERMITEN ANALIZAR MECANISMOS DE
MUERTE CELULAR NO-APOPTOTICA, DE INTERES EN LA TERAPIA
ANTITUMORAL

4.5. ANALISIS DE LA SENESCENCIA CELULAR INDUCIDA POR
ANTRACICLINAS

Para comprobar si aquellos tratamientos que habian provocado la parada del ciclo
celular en la fase G»/M (Figura R3) se asociaban a la induccion de senescencia celular,
se determiné la actividad SA-f-galactosidasa lisosomal a pH 4.0 y 6.0 (Materiales y
Métodos). En todos los casos (tanto las células tratadas con las diferentes Antraciclinas
y dosis, como las células sin tratar) detectamos actividad enzimatica a pH 4.0. Sin
embargo, solo las células Jurkat T tratadas con 91 nM Daunorubicina 6 60 nM WP631
(valores I1Csp e ICys calculados a las 72 horas, respectivamente) presentaron actividad
SA-B-gal lisosomal a pH 6.0, coincidiendo con el momento en que la mayoria de las
células se estaban acumuladas en G,/M (Figura R7). Aproximadamente el 40% de las
células tratadas con 91 nM Daunorubicina y cerca del 50% de las células tratadas con

60 nM WP631 fueron capaces de procesar el sustrato X-gal a pH 6.0.
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Figura R7. Determinacién de la actividad SA-B-galactosidasa lisosomal a pH 6.0 en células Jurkat
tratadas con 91 nM Daunorubicina, 60 nM WP631 o sin tratar. Se realizaron las tinciones en el momento
en que cada tratamiento inducia la acumulacién de las células en G2/M (a las 24 horas para la
Daunorubicina y a las 72 horas en el caso de la WP631), seglin los resultados presentados en la Figura
R3.

Dado que las células senescentes presentan actividad enzimatica SA-f-gal a pH
6.0 y no sintetizan DNA (véase Introduccion), se determind también la capacidad de
sintesis de DNA en células Jurkat T tratadas con 91 nM Daunorubicina 6 60 nM WP631
durante 24 6 72 horas, respectivamente. Las células sin tratar (control), sintetizaban
DNA a lo largo de todos los tiempos analizados (4, 24 y 72 horas), ya que se trata de
células que proliferan con normalidad (Figura RS8). Tras 4 horas de tratamiento con 91
nM Daunorubicina 6 60 nM WP631, momento en que la distribucién de las fases del
ciclo celular era comparable a la distribucion de las células control (Figura R3), la
capacidad de sintesis de DNA de las células tratadas fue comparable a la de las células
sin tratar. Sin embargo, las células tratadas con 91 nM Daunorubicina dejaron de
sintetizar DNA después de 24 horas (Figura R8). Por el contrario, en las células tratadas
con 60 nM WP631 durante 72 horas la capacidad de sintesis de DNA no estaba
inhibida (Figura R8).
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Figura R8. Determinacion de las sintesis de DNA, mediante la medida de la incorporacién de BrdU,
en células Jurkat T tratadas con 91 nM Daunorubicina durante 4 y 24 horas, con 60 nM WP631 durante 4
y 72 horas, o sin tratar. Los resultados se expresan como de porcentaje de sintesis de DNA respecto a las
células sin tratar, que representan el 100% de la sintesis.

A partir de estos resultados se deduce que el tratamiento de las células Jurkat T
con 91 nM Daunorubicina indujo la senescencia celular a partir de las 24 horas, ya que
en ese momento, se detectd actividad SA-B-galactosidasa lisosomal a pH 6.0 y las
células no sintetizaban DNA. Sin embargo, aunque las células tratadas con 60 nM
WP631 fueron positivas para el marcador de senescencia SA-f-gal a pH 6.0 a las 72
horas de tratamiento, estas células sintetizaban DNA. Este ultimo resultado podria
explicar, al menos en parte, la aparicién de células poliploides tras el tratamiento
(Figura R3), si bien nos hacia descartar a su vez, que el tratamiento con WP631 indujera
la senescencia celular. Podria ser, que el tratamiento con 60 nM WP631 estuviera
induciendo un proceso de crisis, caracterizado porque las células presentan actividad
SA-B-gal a pH 6.0 pero sintetizan DNA (véase Introduccion). Las células en crisis se
encuentran en un estado de “no-proliferacion” debido al balance entre la proliferacion
de células con aberraciones cromosomicas y poliploidias, y la muerte de las mismas,
aspectos que coinciden con los resultados obtenidos con la WP631 (Figuras R3, R9,

R13 y R14).
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4.6. ANALISIS MORFOLOGICO DE LA CATASTROFE MITOTICA

Se analizaron en profundidad las caracteristicas morfoldgicas de las células poliploides
derivadas de algunos de los tratamientos (Figura R3). Para ello utilizamos un LSC
(Laser scanning Cytometer). Se trata de un citometro que analiza la distribucion del
ciclo celular de células tefiidas con yoduro de propidio, dispuestas sobre portaobjetos.
El LSC permite trabajar con pequefios volumenes de muestra y obtener imagenes de las
células presentes en cada pico, en funcion a la intensidad de la fluorescencia emitida. Se
ajustaron los parametros, de manera que el LSC pudiera detectar, ademas del pico

correspondiente a células 8n, picos de células con ploidia superior.

o Linea celular Jurkat T

El tratamiento durante 72 horas de las células Jurkat T con 60 nM WP631, indujo la
formacion de células poliploides (Figura R3). Mediante el uso del LSC, comprobamos
que este tratamiento inducia la aparicion de diferentes picos de células poliploides,
atendiendo a su contenido en DNA: 8n, 16n, etc (Figura R9). La mayoria de las células
poliploides tenian un contenido en DNA de 8n, representando entre el 3 y el 6% del
total de la poblacion. La Figura R9 muestra que la mayoria de las células 8n eran células
multinucleadas, aunque se detectd la presencia de una minoria de células 8n con uno o

dos nucleos.

En conjunto, nuestros resultados confirman que el tratamiento de las células
Jurkat T con 60 nM WP631 inducia crisis celular (Figuras R7 y R8), proceso que, de
acuerdo con lo descrito por Shay y Wright, culmina con la muerte por catastrofe

mitotica (Shay and Wright, 2004).
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Figura R9. Analisis de LSC de las células Jurkat T tratadas con 60 nM WP631 durante 72 horas. Se
muestra la distribucion del ciclo celular y la morfologia de las células presentes en el pico 8n. El
experimento se repitio tres veces y se obtuvieron resultados similares.

o Linea celular MDA-MB-231

Segun los resultados de citometria de flujo presentados en la Figura R3, las dosis IC7s
para la Doxorubicina y la WP631 (2 uM y 157 nM respectivamente) indujeron también
el desarrollo de poliploidias en las células MDA-MB-231. La Figura R10 muestra los
resultados de la distribucion del ciclo celular y la morfologia de las células poliploides,
tras 96 horas de tratamiento con Doxorubicina o WP631. Después de 96 horas de
tratamiento continuo con 2 uM Doxorubicina, la mayoria de las células poliploides
(aproximadamente el 14% del total de la poblacion) tenian una dotaciéon 8n, aunque
también encontramos células 16n (aproximadamente un 8%) (Figura R10A). Las

imagenes obtenidas con el LSC demostraron que el tratamiento de las células MDA-
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MB-231 con 2 uM Doxorubicina indujo la formacidn de células poliploides con un solo
nucleo, con dotaciones de 8n o multiplos (Figura R10A).

El tratamiento con 157 nM WP631 durante 96 horas provocd la acumulacion de
~36% de las células en la fase Go/M y la presencia de mas de un 35% de células
poliploides (Figura R10B). La mayoria de las células poliploides tenian un contenido de
DNA 8n, representando ~32% del total de las células. En este caso, las células
poliploides derivadas del tratamiento con WP631 podian contener uno, dos o multiples
nucleos (Figura R10B).

A partir de los resultados del andlisis de mortalidad celular (Tabla R2), de la
distribucion del ciclo celular (Figura R3) y la determinacion de la actividad SA-B-gal a
pH 6.0 (ver apartado 4.5.), se puede concluir que, tanto el tratamiento de las células
MDA-MB-231 con Doxorubicina, como con WP631, induce la muerte por catastrofe
mitdtica, que en este caso parece ser independiente de procesos de senescencia o crisis

celular.
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Figura R10. Analisis de LSC de las células MDA-MB-231 tratadas con 2 uM Doxorubicina (A) 6 157
nM WP631 (B) durante 96 horas. Se muestra la distribucidon del ciclo celular y la morfologia de las
células presentes en los picos 8n. El experimento se repitio tres veces con resultados similares.
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o Linea celular MCF-7/VP

En la Figura R11 se muestran los resultados obtenidos con el LSC de células
MCEF-7/VP tratadas con 594 nM WP631 (IC7s) durante 96 horas, tres dias después de
haber cambiado el medio de cultivo. Se trata del unico tratamiento que consiguid
inducir la muerte de las células MCF-7/VP (Tabla R2). Se detecté mas de un 68% de
células con dotacién 8n y mas de un 15% de células 16n. Se pudo observar que la gran
mayoria de células 8n contenian uno o dos nucleos (Figura R11). Los resultados
obtenidos confirmaron que la catdstrofe mitdtica era el mecanismo de muerte principal
derivado del tratamiento de las células MCF-7/VP con 594 nM WP631. Segun
resultados previos (ver apartado 4.5.), la muerte por catastrofe mitotica en este caso era
independiente a la induccidon de procesos de senescencia o crisis celular (Tabla R2,

Figura R3 y apartado 4.5.).
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Figura R11. Andlisis de LSC de las células MCF-7/VP tratadas 594 nM WP631 durante 96 horas, 3
dias después del cambio de medio. Se muestra la distribucion del ciclo celular y la morfologia de las
células presentes en los picos 8n. El experimento se repitio tres veces con resultados similares.
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Aunque detectamos la presencia de una subpoblacion de células MCF-7/VP
resistente a los tratamientos con 307 nM Doxorubicina 6 122 nM WP631 (dosis ICsy de
los farmacos) (Tablas R2 y R3 y Figuras R3 y R4), llamo la atencidn que el tratamiento
con Doxorubicina indujera también la formacion de células poliploides, después de 96
horas de tratamiento continuo (Figura R3). A pesar de esto, las células se recuperaron y
continuaron proliferando con normalidad 7 dias después de haber eliminado el farmaco
del medio de cultivo (Figuras R3 y R4). Se analizd la morfologia de las células
poliploides derivadas de este tratamiento con el LSC. La Figura R12 muestra los
resultados obtenidos a los tres dias de haber cambiado el medio de cultivo, momento en
que se detectd un gran nimero de células poliploides (Figura R3). Se observo cerca del
18% de células con una dotacién de DNA de 8n y mas de 2% de células 16n. El analisis
morfologico de las células 8n reveld que se trataba, en su gran mayoria, de células

multinucleadas (Figura R12).
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Figura R12. Analisis de LSC de las células MCF-7/VP tratadas con 307 nM Doxorubicina durante 96
horas. Se muestra la distribucion del ciclo celular y la morfologia de las células presentes en los picos 8n.
El experimento se repitio tres veces con resultados similares. Las células multinucleadas completaron la
mitosis después de una semana de haber retirado el farmaco del medio, proliferando con normalidad
(Figura R3).
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Estos resultados demuestran que la catastrofe mitética es un proceso de muerte
celular que puede tener lugar de manera dependiente e independiente de la crisis celular
y que se caracteriza por la formacion de células poliploides, con uno o mas nucleos
(Figuras R3, R9, R10 y R11). Sin embargo, la deteccion de células poliploides no
implica un signo inequivoco de catastrofe mitdtica ya que, en algunos casos, estas
células parecen superar el estado de poliploidia, completando la mitosis, y manteniendo

su potencial oncogénico (Figuras R3 y R12).

4.7. OBSERVACION MICROSCOPICA DE ABERRACIONES
CROMOSOMICAS DURANTE LA CATASTROFE MITOTICA

A partir de los resultados obtenidos mediante el andlisis con LSC, nos planteamos
realizar tinciones cromosOmicas con el fin de analizar mas detalladamente las
aberraciones mitoticas que se producen durante la catastrofe mitotica (Roninson et al.,
2001). Las tinciones se realizaron en el momento en que los tratamientos indujeron la
formacidn de células poliploides. Merece la pena resaltar que, aunque detectamos la
presencia de figuras mitdticas anormales en todos los casos asociados a muerte por
catastrofe mitotica, los resultados mas espectaculares se obtuvieron con las células
Jurkat T. Esto se debe a que solamente el tratamiento de las células Jurkat T con WP631
indujo la formacién de células poliploides que eran mayoritariamente multinucleadas,
permitiendo observar con mayor facilidad las diferentes figuras mitdticas.

En la Figura R13 se muestran los resultados obtenidos para las células Jurkat T
tratadas durante 72 horas con 60 nM WP631 o sin tratar (control). Se observd que las
células control se encontraban mayoritariamente en interfase, aunque algunas células se
estaban dividiendo. La Figura R13 muestra varios ejemplos de células sin tratar en
profase y metafase aparentemente normales. Esto estd de acuerdo con los resultados
obtenidos con el citometro de flujo, que demostraron que las células sin tratar se
encontraban, a las 72 horas, acumuladas en la fase G; (interfase), mientras que el
porcentaje de células en mitosis (pico G,/M) era reducido (Figura R3). Por otro lado, la
Figura R13 muestra las estructuras cromosomicas obtenidas a partir de células Jurkat T
tratadas durante 72 horas con 60 nM WP631 (momento en que detectamos la presencia
de células poliploides multinucleadas -Figuras R3 y R9-). A diferencia de las células
control, detectamos un mayor numero de células que se estaban dividiendo,

confirmandose los resultados del analisis de la distribucién del ciclo celular mostrados
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en la Figura R3, donde el porcentaje de células en mitosis fue superior al de las células
sin tratar. En la Figura R13 se pueden observar algunos ejemplos de células tratadas
con WP631 que se dividian con numerosas aberraciones cromosdmicas. Se muestran
ejemplos de profases aberrantes, donde el nimero de cromosomas parecia superar la
ploidia normal de las células, y que se encontraban dispersos dentro del ntcleo. Estas
figuras de profases aberrantes son conocidas como C-mitosis (Roninson et al., 2001).
Por otro lado, observamos diversas células en metafase con alineaciones incorrectas de
los cromosomas o, incluso, que presentaban més de dos polos. En la Figura R13 se
muestran también ejemplos de anafases multipolares, que darian lugar a la formacién
de células multinucleadas como las mostradas en la Figura R9. Estos resultados
confirman que la catastrofe mitdtica es el mecanismo responsable de la muerte celular
en los tratamientos asociados a la acumulacion de células con contenido en DNA de 4n,

8n, o ploidias superiores.

CONTROL 60 nM WPE21

1’*

Figura R13. Tincion de los cromosomas de células Jurkat T control o tratadas durante 72 horas con 60
nM WP631. La mayoria de las células control estaban en interfase (I), mientras que algunas se
encontraban en las diferentes fases de la mitosis: se muestran ejemplos de profases (P) y metafases (M).
Las figuras mitdticas observadas en las células control eran normales. El tratamiento con WP631 inducia
figuras mitdticas aberrantes: C-mitosis o profases aberrantes (P), metafases con cromosomas
incorrectamente alineados (M) y anafases multipolares (A). Tincidon realizada con la soluciéon de
Leishman y fotografiada con una amplificacion de 1000 x.
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4.8. ANALISIS DE LA MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS Y NECROSIS

En funcion a los resultados obtenidos, se analizo si la muerte de las células senescentes
tiene lugar por apoptosis o por necrosis. Por otro lado, decidimos explorar si, tal y como
se ha descrito, catastrofe mitdtica y apoptosis comparten caracteristicas morfologicas
(Chan et al., 1999). Se analizaron los patrones de tincién con Anexina-V y yoduro de
propidio asociados a cada tratamiento para diferenciar las células viables, apoptoticas y
necroéticas (Materiales y Métodos). Comparamos los patrones de tincion de las células
apoptoticas (tomando como control las células Jurkat T tratadas con 182 nM

Daunorubicina -IC7s-) con las células muertas por catastrofe mitdtica.

La Figura R14A muestra los resultados de citometria de flujo obtenidos para las
células Jurkat T. Aunque en las células control (sin tratar) siempre se observo un
pequefio porcentaje de muerte celular, la fraccion de células viables fue muy elevada
durante todos los tiempos analizados. El tratamiento de las células con 182 nM
Daunorubicina (IC7s) provoco el aumento del porcentaje de células apoptoticas entre las
4 y las 24 horas (Figura R14A). A las 4 horas de tratamiento, el porcentaje de células
apoptoticas superaba el porcentaje de células necroticas, pero la proporcion de las dos
poblaciones se iguald tras 24 horas de tratamiento (25% de células apoptéticas y 20%
de células necroticas). Al tratarse de células en cultivo, las células apoptoticas no se
pueden eliminar por fagocitosis, sino que acaban reventando y liberando su contenido al
medio, fendmeno que se conoce como apoptosis secundaria. El patron de tincion doble
con Anexina-V y yoduro de propidio es el mismo en las células apoptdticas secundarias
y necroéticas. Dado que primero aumenté el nimero de células apoptdticas y después el
de células necroéticas, probablemente no se trata de necrosis inducida por farmacos, sino
de apoptosis secundaria. Se puede concluir que el tratamiento de las células Jurkat T
con la IC7s para la Daunorubicina induce mayoritariamente la muerte por apoptosis
desde las 4 horas de tratamiento.

El tratamiento de las células Jurkat T con 91 nM Daunorubicina (~ICs),
provoco un ligero aumento de las células apoptoticas entre las 4 y las 24 horas (de 5.2%
a 7.9%), que se acentud a las 48 horas de tratamiento continuo, llegando al 24.12%
(Figura R14A). El porcentaje de células necrdticas y/o apoptoticas secundarias también
aumento con el tiempo, representando el 65% respecto al total de la poblacion celular
analizada a as 48 horas de tratamiento. El aumento de las células necrdticas fue paralelo

al aumento de las células apoptdticas desde el primer momento, lo que sugiere que
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probablemente las células necroticas no eran, en este caso, el resultado de procesos de
apoptosis secundaria. La necrosis podia ser el destino final de las células senescentes
mostradas en la Figura R7 y (Seluanov et al., 2001). De este resultado se puede concluir
que el tratamiento con 91 nM Daunorubicina induce paralelamente apoptosis y

senescencia en las células Jurkat T.

A_ 4h 24h 48 h B_

CONTROL

91 nM
Daunorubicin

182 nM
Daunorubicin

L

CONTROL

CATASTROFE MITOTICA

Figura R14. (A) Doble tincién con Anexina-V y yoduro de propidio de células Jurkat T tratadas con
diferentes dosis de Daunorubicina o WP631. Las células, tratadas con Antraciclinas durante diferentes
tiempos se tifieron y analizaron en un citdmetro de flujo para determinar la proporcion de células viables
(v), apoptoticas (a), y necrdticas y/o apoptoticas secundarias (n). (B) Triple tincion con Anexina-V,
yoduro de propidio y naranja de acridina de células Jurkat T tratadas con diferentes dosis de
Daunorubicina o WP631, en el momento del inicio de la muerte celular por necrosis (panel superior),
apoptosis (panel central) o catastrofe mitotica (panel inferior). La morfologia celular asociada a cada tipo
de muerte se analizo por microscopia de fluorescencia. Se realizaron cuatro experimentos independientes,
obteniéndose resultados similares.
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El tratamiento con 60 nM WP631 no provocé la muerte de manera significativa
de células Jurkat T hasta las 96 horas (1 dia después tras el cambio de medio, después
de 72 horas de tratamiento continuo) (Figura R14A), resultados que estdn de acuerdo
con el andlisis de la distribucidn de ciclo celular (Figura R3). Se puede observar que el
tratamiento con WP631, asociado a la catastrofe mitotica (Figuras R9 y R13), provocd
el aumento de células Anexina-V positivas y yoduro de propidio negativas (patrén de
tincidn de las células en fases iniciales de la apoptosis), a partir de las 72 horas. En otras
palabras, el patron de tincidn con Anexina-V y yoduro de propidio de las células que
sufrian catastrofe mitdtica era el mismo que el de las células apoptoticas, pudiendo
indicar que catéstrofe mitotica y apoptosis comparten caracteristicas morfoldgicas.

Para comparar la morfologia de las células necréticas, apoptoticas y muertas por
catastrofe mitotica, se afiadié naranja de acridina a las células Jurkat T tefiidas con
Anexina y yoduro de propidio, y se analizaron por microscopia de fluorescencia. El
naranja de acridina es un colorante que penetra en el interior de las células vivas y
muertas (independiente del tipo de muerte celular), permitiendo la visualizacion del
nicleo de todas las células. En la Figura R14B se muestra la morfologia tipica de
células necroticas (correspondientes al tratamiento con 91 nM Daunorubicina),
apoptdticas (182 nM Daunorubicina) y células que sufren catastrofe mitdtica, tras el
tratamiento con WP631. Aunque la morfologia de las células que sufren catdstrofe
mitdtica recuerda a las células apoptdticas, de los resultados obtenidos con el LSC
(Figura R9), podemos deducir que lo que podria confundirse con cuerpos apoptoticos se
trata, en realidad, de células multinucleadas.

Las Figuras R15 y R16 muestran los resultados de la doble tinciéon con Anexina
y yoduro de propidio de las células MDA-MB-231 y MCF-7/VP. La tincién se realiz6
tanto sobre las células que crecian adheridas a los frascos como sobre las células que se
encontraban en suspension en los sobrenadantes. En todos los casos se observo que la
mortalidad de las células adheridas aument6 con el tiempo. Sin embargo, como las
células muertas pierden la capacidad de permanecer adheridas, el mayor incremento de
muerte celular se observd en los sobrenadantes. Resultados previos presentados en este
trabajo demuestran que los diferentes tratamientos realizados provocaron la muerte
celular por catastrofe mitotica en estas lineas celulares (Figuras R3, R10 y R11). En las
Figuras R15 y R16 se puede comprobar a simple vista que la mayoria de células

muertas presentaron un patrén de tincion comparable al de las células apoptoticas. Este
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resultado confirma que el patron de tincion de células apoptdticas y células que mueren
por catastrofe mitotica es idéntico, en consonancia con los resultados obtenidos con las
células Jurkat T. Sabiendo que las células MDA-MB-2331 y MCF-7/VP tratadas con
Antraciclinas mueren por catdstrofe mitotica y no por apoptosis, hablaremos de
catastrofe mitdtica para referirnos a las células positivas para la Anexina y negativas
para el yoduro de propidio.

La mayoria de las células MDA-MB-231 sin tratar (control), eran viables a lo
largo de todos los tiempos analizados, tanto en las células adheridas, como en
suspensidn, aunque se detectd un cierto porcentaje de muerte celular entre las células
que flotaban en los sobrenadantes de los cultivos control (Figura R15). La mortalidad
en las células MDA-MB-231 tratadas con 2 uM Doxorubicina 6 157 nM WP631 (sus
ICy5 respectivas), fue muy superior a las células control a partir de las 96 horas de
tratamiento (Figura R15). El aumento de la mortalidad se observd sobretodo en las
células en suspension. La proporcion de células que sufren catdstrofe mitdtica y
necrosis en los sobrenadantes fue equivalente a las 96 horas. Esto podria deberse a que
las células que iniciaron la catastrofe mitotica antes de las 96 horas acabaran
reventando, en un fendmeno comparable a la apoptosis secundaria. Cuando se cambio el
medio de cultivo tras 96 horas de tratamiento continuo, la proporcion de células muertas
por catastrofe mitdtica fue siempre superior a la de células necréticas, especialmente en

los sobrenadantes (Figura R15).
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Figura R1S5. Doble tincién con Anexina-V y yoduro de propidio de células MDA-MB-231 tratadas
con 2uM Doxorubicina o 157 nM WP631. La tincion se realizd sobre las células adheridas a los frascos y
sobre las células en suspensién. Se realizaron cuatro experimentos independientes, obteniéndose

resultados similares.

La Figura R16 muestra los resultados del unico tratamiento que produjo la
muerte del 100% de las células MCF-7/VP. Se trata de la dosis IC7s para la WP631 (594
nM) WP631, determinada a las 96 horas. El analisis de las células tratadas con 594 nM

WP631 reveld el aumento de la mortalidad con el tiempo, tanto en las células adheridas

como, sobretodo, en las células en suspension. Tal y como era de esperar, la mayoria de

células murieron por catastrofe mitdtica, encontrandose flotando en los sobrenadantes.
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Figura R16. Doble tincién con Anexina-V y yoduro de propidio de células MCF-7/VP tratadas con
594 nM WP631. La tincidén se realizé sobre las células adheridas a los frascos y sobre las células en
suspension. Se realizaron cuatro experimentos independientes, obteniéndose resultados similares.

4.9. ANALISIS DE LA EXPRESION DE p53, c-myc Y p2I1"*"" EN LAS
CELULAS JURKAT T, MDA-MB-231 Y MCF-7/VP, TRATADAS CON
ANTRACICLINAS

Los genes p53, c-myc y p21"*"" estan involucrados en el control del ciclo celular (véase
Introduccion). Dado que se ha demostrado su implicacion directa en procesos de
apoptosis, senescencia celular y catastrofe mitdtica (Roninson, 2002) se determiné si su
expresion variaba en células Jurkat T, MDA-MB-231 y MCF-7/VP en presencia de

Antraciclinas.

4.9.1. Analisis de los niveles de transcripcion mediante RT-PCR semicuantitativa

Se realizaron experimentos de RT-PCR semicuantitativa, utilizando cebadores
especificos para los genes p33, c-mye, p21"**" y GAPDH (Materiales y Métodos). En
cada reaccion se coamplificaba el RNA correspondiente al gen de interés (p53, c-myc 'y

p21"*1y y el RNA correspondiente al gen constitutivo GAPDH (control interno).
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Las extracciones del RNA molde se realizaron en el momento en que los
farmacos comenzaron a acumularse en el interior de las células: a las 4 horas en el caso
de las células Jurkat T, y a las 24 horas en las células MDA-MB-231 y MCF-7/VP
(Figura R6).

La Figura R17 muestra los cambios en la expresion de los genes p53 y c-myc
que se produjeron cuando se trataron las células Jurkat T con diferentes dosis de
Daunorubicina o WP631. Se observa que las dos dosis de Daunorubicina (ICsy e 1C7s)
provocaron el aumento de los niveles de RNA correspondientes a p53, mientras que el
tratamiento con WP631 (dosis IC7s) redujo de manera dréstica la transcripcidon de los
genes p53 y c-myc. Mientras la dosis IC7s para la Daunorubicina redujo ligeramente los
niveles de transcritos correspondientes a c-myc, la dosis ICsg se asocid al aumento de los

AF1
WAL eran tan

mismos (Figura R17). Los niveles de mRNA correspondientes a p2/
reducidos en la linea Jurkat T, que sdlo se detectaban las bandas correspondientes al gen
cuando se realizaban mas de 35 ciclos de amplificacion. Al realizar tantos ciclos, las
sefiales que se obtenian para el control interno GAPDH estaban saturadas y habia gran
cantidad de bandas inespecificas. Esto hacia imposible realizar una valoracion fiable de

los cambios en los niveles de transcripcion de p21"4"

, por lo que no se muestran los
resultados obtenidos en este trabajo.

Comprobamos que la expresion del gen p53 era reducida en las células Jurkat T,
ya que necesitamos realizar 30 ciclos de amplificacion para poder detectar bandas,
mientras que 25 ciclos de amplificacion fueron suficientes en las lineas MDA-MB-231
y MCF-7/VP. Se ha descrito que los niveles de mRNA de p53 son elevados en las
células tumorales cuando el gen estd mutado (te Poele et al., 2002). Esto estd de acuerdo
con los resultados obtenidos, ya que sabemos que nuestro clon de células Jurkat T
contiene p53 funcional, mientras que p53 no es funcional en la linea MDA-MB-231
(D'Assoro et al., 2004). Por otro lado, aunque no realizamos un analisis mutacional de
p53 en la linea MCF-7/VP, en modelos similares de células MCF-7 resistentes a
antitumorales se pierde la funcionalidad de p53, fendmeno intimamente ligado a la
sobreexpresion de las proteinas asociadas a resistencia MDR-1 y MRP-1 (Schneider et
al., 1994). Dado que observamos que los niveles de mRNA de p53 en las células MCF-
7/VP eran elevados (comparables a la linea MDA-MB-231), inferimos que era muy
probable que el gen p53 tampoco fuera funcional en esta linea. Por este motivo, las

reacciones de RT-PCR realizadas para detectar p53 en las lineas MDA-MB-231 y
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MCEF-7/VP, se utilizaron unicamente como control y no se muestran en esta memoria;
aunque detectaramos cambios a nivel transcripcional, éstos no tendrian ninguna

relevancia al corresponder a mRNA de una proteina no funcional.

La Figura R17 muestra también los resultados obtenidos con las lineas celulares
MDA-MB-231 y MCF-7/VP. En las células MDA-MB-231, tanto la Doxorubicina
como la WP631, redujeron los niveles de transcripcién de los genes c-myc y p21"*!. Se
puede comprobar que la reduccion de la transcripcion de estos genes fue mucho mas
acentuada con el tratamiento con 2 uM Doxorubicina, ya que no detectamos ninguna
banda después de 25 ciclos de amplificacion. De la misma manera, el tratamiento de las
células MCF-7/VP con 594 nM Doxorubicina, redujo la transcripcion de c-myc,

respecto a las células sin tratar, mientras que los niveles de mRNA correspondientes al

WAF1
1

gen p2 aumentaron muy significativamente tras 24 horas de tratamiento continuo.
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Figura R17. RT-PCR semicuantitativa para determinar los cambios en la expresion de los genes p33,
c-mye 'y p21"*! implicados en los procesos de apoptosis, senescencia celular y catastrofe mitotica. Se
coamplificaron en un mismo tubo los fragmentos de cDNA correspondientes al gen constitutivo GAPDH
(control interno) y al gen de interés. Se realizaron cuatro-cinco experimentos independientes,
obteniéndose resultados similares.

4.9.2. Analisis de los niveles de proteinas mediante Western blot
Comprobamos si los cambios detectados en los niveles de transcripcion tras periodos

cortos de tratamiento (4 6 24 horas) se traducian en cambios a nivel de proteina. Para
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ello analizamos los niveles de las proteinas p53, c-Myc y p21VAF! de células tratadas
con diferentes dosis de Antraciclinas durante diferentes periodos de tiempo. Nos
centramos en el analisis de los cambios en los niveles de estas proteinas en aquellos
tratamientos asociados a senescencia y catastrofe mitdtica. Se efectuaron extracciones
de proteinas a diferentes tiempos: desde el momento inicial de los tratamientos (t=0), a
diferentes intervalos, y hasta el momento inmediatamente anterior a la muerte de las

células (véase Materiales y Métodos).

La Figura R18A muestra los resultados obtenidos con la linea celular Jurkat T.
Para detectar las bandas correspondientes a las proteinas p53 y p21""! fue necesario
exponer las peliculas de autorradiografia durante mas de 20 minutos. Esto confirma que,
en condiciones normales, la expresion de los genes p353 'y p21”" " es reducida en células
Jurkat T (al menos en el clon que hemos utilizado). El tratamiento de las células con 91
nM Daunorubicina indujo un aumento inicial (4 horas de tratamiento) de los niveles de
las proteinas c-Myc y p53 (Figura R18A), de acuerdo con los cambios en los niveles de
mRNA que habiamos observado (Figura R17). Sin embargo, los niveles de las dos
proteinas se redujeron a partir de las 24 horas de tratamiento, coincidiendo con el

aumento de la proteina p21“*"" (Figura R18A).

El tratamiento de las células Jurkat T con 60 nM WP631 indujo la reduccién de
los niveles de las proteinas c-Myc y p53 de forma dependiente del tiempo (Figura
R18A). La reduccién de los niveles de ambas proteinas se produjo en paralelo,
empezandose a detectar a partir de las 24 horas de tratamiento continuo. La Figura
R18B muestra una cuantificacion de los resultados obtenidos. La reduccion de los
niveles de la proteina c-Myc fue mas acentuada que la reduccion de los niveles de p53
entre las 24 y las 32 horas de tratamiento. Sin embargo, tras 72 horas de tratamiento
continuo, momento a partir del cual se inicia la muerte de las células por catastrofe
mitotica (Figura R9), el porcentaje de reduccion de los niveles las dos proteinas fue
equivalente (Figura R18B). Por otro lado, se pudo comprobar que los niveles de
proteina p21"*"! eran tan reducidos en las células tratadas con 60 nM WP631, que
resulté imposible determinar cualquier cambio, ya que no observamos la banda
correspondiente a la proteina. Se puede concluir que los cambios en los niveles de las
proteinas analizadas concuerdan con los cambios en los niveles de transcripcion que
habiamos observado previamente (Figura R17), si bien con p21"*"! los cambios en la

proteina no pudieron determinarse. Estos resultados sugieren que la WP631 induce la
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reduccion de los niveles de p53 entre las 24 y las 72 horas de tratamiento, haciendo que
las células Jurkat T se comporten como células sin p53 funcional. Este resultado nos
provee de una explicacion de porqué estas células respondieron al tratamiento activando
muerte por catdstrofe mitdtica que, a diferencia de la apoptosis, puede producirse sin

p53 (Roninson, 2002).
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Figura R18. Anilisis de los cambios en los niveles de las proteinas c-Myc, p53 y p21V*"" en células
Jurkat T tratadas con Daunorubicina o WP631. (A) Western blot que muestra las variaciones en los
niveles de las proteinas c-Myc, p53 y p21"**!. Se utilizé la tubulina o la actina como control de carga.
(B) Cuantificacion de los cambios en los niveles de las proteinas c-Myc y p53 en células Jurkat T tratadas
con 60 nM WP631. Los niveles de ambas proteinas se redujeron el paralelo, siendo mas acentuada la
reduccion de los niveles de c-Myc. Se representan los valores promedio de tres experimentos
independientes y la desviacion estandar.

La Figura R19 muestra los cultivos de células MDA-MB-231 y MCF-7/VP
tratados con Doxorubicina o WP631 durante diferentes tiempos, asi como los resultados
de Western blot. La densidad de los cultivos se redujo muy significativamente a partir
las 24 horas de los tratamientos (Figura R19A). Por este motivo, para poder conseguir
la cantidad de proteina total necesaria para realizar los diferentes experimentos de

Western blot, fue necesario trabajar con varios frascos de cultivo y juntar las células
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correspondientes a cada tratamiento. De esta manera, usando las células de un total de
10 frascos por condicidén, pudimos conseguir extractos proteicos correspondientes a
células MDA-MB-231 y MCF-7/VP tratadas con Doxorubicina o WP631 durante 24 y
48 horas, pero no de cultivos correspondientes a tiempos de tratamiento superiores a las
48 horas, ya que el numero de frascos requeridos era prohibitivo.

El tratamiento con Doxorubicina y WP631 provoco la reduccion los niveles de
la proteina p21™*F! en la linea celular MDA-MB-231 (Figura R19B). Los niveles de

WAF1 . - : :
1 se redujeron drasticamente tras 24 horas de tratamiento continuo, tanto con

p2
Doxorubicina como con WP631. Sin embargo, el tratamiento de las células MCF-7/VP
con WP631 aument significativamente los niveles de proteina p21"V*"! (Figura R19B).
El incremento de la proteina se observo a las 24 horas de tratamiento, y éste se mantuvo
hasta las 48 horas. Estos resultados se corresponden a los cambios observados a nivel de
mRNA correspondientes al gen p21"**" (Figura R17).

Resultd especialmente complicado interpretar los resultados correspondientes a
la proteina c-Myc (Figura R19B) y relacionarlos con los cambios observados a nivel
transcripcional (Figura R17). Los niveles de la proteina c-Myc aumentaron en todos los
casos, aunque en las células MDA-MB-231 tratadas con 157 nM WP631 (ICys) los
niveles de c-Myc volvieron a reducirse de las 48 horas de tratamiento (Figura R19B). El
aumento de los niveles de la proteina c-Myc entre las 24 y las 24 horas de tratamiento

representaria una respuesta inicial a los tratamientos, pudiendo darse el caso de que los

niveles de c-Myc se redujeran con el tiempo (mas alla de las 48 horas).

4.10. ANALISIS DE LA ACTIVACION DE LAS CASPASAS -2Y -3

Se determino si en el momento en que los diferentes tratamientos indujeron la muerte
celular, las caspasas-2 y —3 eran activas (Tabla R4). Detectamos que el tratamiento de
las células Jurkat T con 182 nM Daunorubicina (IC;s) estaba asociado a una fuerte
activacion de las caspasas—2 y —3, igual que el tratamiento con la mitad de la dosis, 91
nM, aunque ésta resultdo menor. Estos resultados estan de acuerdo con el hecho de que

ambos tratamientos estuvieran asociados a la induccién de apoptosis (Figura R14).
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Figura R19. Imégenes de las células MDA-MB-231 y MCF-7/VP tratadas durante diferentes tiempos
con Doxorubicina o WP631, y analisis de los cambios en los niveles de las proteinas c-Myc y p21VAF!,
(A) Imagenes obtenidas con un microscopio 6ptico que muestran la reduccioén de la concentracion del
nimero de células, que se produce con el tiempo en los cultivos tratados con Doxorubicina o WP631.
Fue necesario juntar las células correspondientes a varios frascos para poder realizar los extractos, no
pudiéndose trabajar con cultivos tratados con Antraciclinas durante mas de 48 horas. (B) Western blot
que muestra las variaciones en los niveles de las proteinas c-Myc y p21VAF!. Se utiliz6 la tubulina o la
actina como control de carga.

Se observé que la muerte por catastrofe mitdtica podia ser un fendémeno tanto
dependiente como independiente de la activacién de estas caspasas (Tabla R4). Por
ejemplo, se detectd activacion en las células MDA-MB-231 tratadas con 2 puM
Doxorubicina (ICss), pero no en las células MDA-MB-231 tratadas con 157 nM (IC7s)
WP631 (Tabla R4). Por otro lado, en las células Jurkat T tratadas con 60 nM
WP631(IC75), y en las células MCF-7/VP tratadas con 594 nM WP631 (ICs), ni la

caspasa-3, ni la caspasa —2 estaban activadas (Tabla R4). El resultado obtenido con las



Resultados 173

células MCF-7/VP estd de acuerdo con el hecho de que esta linea celular carece de

caspasa-3 funcional (Essmann et al., 2004).

Tabla R4. Determinacion de la activacién de las caspasas—2 y —3 durante los procesos de muerte
celular por apoptosis, senescencia o catastrofe mitdtica, inducidos por Antraciclinas. La activacion de las
caspasas se determind mediante un ensayo colorimétrico, basado en la protedlisis de los sustratos de las
caspasas—2 y -3 activas (Materiales y Métodos). (+<++<+++, activacidn; - no activacion).

LINEA JURKAT T MDA-MB-231 MCEF-7/VP
Dosis ICs5s DAU | ICso DAU | IC7sWP631 | IC;5 DOX | IC;5sWP631 | IC;sWP631
Muerte celular ® 24 h 48 h 72 h 96 h 96 h+ 5 dias | 96 h + 3 dias
caspasa-2 ++++ ++ - +++ _ _
caspasa-3 -+ ++ - -+ . i

a . . .
@ Tiempo en que se inicia la muerte celular de manera masiva.

Partiendo del hecho de que la activacion méxima de las caspasas—2 y —3 tuvo
lugar con el tratamiento de las células Jurkat T con 182 nM Daunorubicina (tratamiento
que provoco el mayor porcentaje de apoptosis), se determiné el porcentaje de activacidon
de las caspasas —2 y —3 en el resto de tratamientos. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla R5. La activacion de las caspasas —2 y —3 en las células Jurkat T
tratadas con 91 nM Daunorubicina durante 24 horas fue de un 30% y cerca de un 60%,
respectivamente. Este resultado coincide con el hecho que el tratamiento con 91 nM
Daunorubicina indujera la muerte de una parte de las células por apoptosis (Figura
R14).

La Tabla RS muestra también los resultados obtenidos para la linea celular
MDA-MB-231 tratada con 2 uM Doxorubicina durante 96 horas. Se determind la
activacion de las caspasas —2 y —3, tanto en las células adheridas a los frascos como en
las células que se encontraban en suspension en el sobrenadante. La activacion de las
caspasas —2 y —3, tanto de las células adheridas como de las células en suspension, fue
claramente muy superior a la activacion observada en las células Jurkat T tratadas con
60 nM WP631. El porcentaje maximo de activacién se obtuvo en las células del
sobrenadante (mas del 70% de activacion), probablemente porque la mayoria de células
que habian muerto por catastrofe mitdtica se encontraban en suspension, de acuerdo con

los resultados presentados en la Figura R15.
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Tabla RS. Porcentaje de activacién de las caspasas-2 y —3 en células Jurkat T tratadas con la dosis I1Cs,
para la Daunorubicina, o en células MDA-MB-231 tratadas con la dosis IC;5 para la Doxorubicina. Se
determind la activacion de las caspasas en el momento en que se iniciaba la muerte de las células,
asumiendo que la activacion maxima de las caspasas—2 y —3 tenia lugar con el tratamiento de las células
Jurkat T con 182 nM Daunorubicina. Se indica el valor promedio de cuatro experimentos independientes
y las desviaciones estandar.

JURKATT MDA-MB-231
IC,5 Doxorubicina, 96 h

IC5y Daunorubicina, 48 h Adherentes Suspension
caspasa-2 30,3+ 6,1 38,6 £ 10,1 71,8 £ 18,7
caspasa-3 58,9 +3,1 53,5+8,5 103,3£11,3

RIIl. EL EFECTO CITOTOXICO DE LA WP631 ESTA RELACIONADO CON
SU CAPACIDAD DE DESPLAZAR AL FACTOR Spl DE SU LUGAR DE
UNION EN EL DNA

Experimentos in vitro, realizados previamente en nuestro laboratorio, demostraron que

la WP631 es mucho mas eficaz que la Daunorubicina inhibiendo la transcripcion
dependiente de Spl(Martin et al., 1999). Hemos analizado si la WP631 es también
capaz de interferir con la unidn del factor Spl al DNA in vivo (células en cultivo) y si
esto puede relacionarse con el hecho de que la Bisantraciclina WP631 fuera un agente
antiproliferativo mas eficaz que las Antraciclinas monoméricas, incluso en la linea

MCF-7/VP, con fenotipo MDR.

En este contexto, hemos analizado si la WP631 es capaz de modular la
transcripcion del gen asociado a la resistencia multiple mrp-1, que se encuentra
sobreexpresado en las células MCF-7/VP y que estd regulado por Spl (véase
Introduccién). Por otro lado, hemos analizado el efecto que tiene la WP631 sobre la
transcripcion de genes involucrados en el control del ciclo celular, muchos de ellos
regulados por Spl, que podrian explicar las respuestas celulares observadas tras los

tratamientos. Para ello, escogimos como modelo de estudio la linea celular Jurkat T.
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4.11. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE LA WP631 DE MODULAR
LA ACTIVIDAD DE LA PROTEINA ASOCIADA A RESISTENCIA MRP-1 EN
LAS CELULAS MCF-7/VP
Se realizé una RT-PCR a partir de RNA de células MCF-7/VP  para determinar la
expresion de las proteinas asociadas a resistencia, MDR-1 y MRP-1. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura R20A, y confirman que, en esta linea celular, se
expresa el gen mrp-1 pero no el gen mdr-1. El factor de transcripciéon Spl regula
positivamente la transcripcion del gen mrp-1 (Introduccion). El lugar de union de Spl
en el promotor de mrp-I contiene pasos CpG donde la WP631 podria intercalarse,
compitiendo y desplazando al factor de transcripcién Spl, con mayor efectividad que la
Doxorubicina (Figura R20B).

En este contexto, nos plantemos la hipotesis de que el tratamiento con la dosis
IC7s para la WP631 podria inhibir la transcripciéon del gen mrp-1 en la linea celular
MCEF-7/VP y que, por ese motivo, las células eran sensibles a este tratamiento. Se
extrajo RNA de células MCF-7/VP tratadas durante 24 horas con 307 nM Doxorubicina
(ICs0), 122 nM WP631 (ICsp) 6 594 nM WP631 (IC75) y de células sin tratar (control).
Se realizo una RT-PCR semicuantitativa en la que, en un mismo tubo, se amplificaban
los genes GAPDH (control interno) y mrp-1  (Figura R21). Se observa que el
tratamiento durante 24 horas de las células MCF-7/VP con 307 nM Doxorubicina,
aumento de los niveles de RNA correspondientes a mrp-1. La cuantificacion de las
bandas mostro que este aumento era de un 7% en los diferentes experimentos
realizados. De la misma manera, observamos que el tratamiento durante 24 horas con
122 nM WP631 provocd una ligera reduccion (del 3-4%) en los niveles de RNA del gen
mrp-1, con respecto al control. El tratamiento de las células MCF-7/VP con la dosis
IC75 para la WP631 (594 nM) provoco una reduccion de los niveles de RNA del gen
mrp-1 a las 24 horas de tratamiento, que oscilaba entre el 18 y el 21% en los diferentes
experimentos independientes realizados. En la Figura R21 se observa que, tras 96 horas
de tratamiento continuo con 594 nM WP631, los niveles de RNA correspondientes a

mrp-1, se redujeron todavia mas (~40-49%).
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Figura R20. (A) RT-PCR que demuestra que el gen mrp-I pero no el gen mdr-1 se expresa en las
células MCF-7/VP. El experimento se repitié cinco veces, no detectandose expresion de mdr-1 en ningin
caso. (B) Region promotora proximal del gen MRP-1 humano (ENSG00000103222). Se indica el lugar
de union del factor Spl (en negrita y subrayado), que contiene pasos CpG, donde la WP631 podria
bisintercalarse e interferir con la union del factor de transcripcion en el DNA.

Estos resultados indican que unicamente la 1Css para la WP631, pero no las
dosis ICsy para la WP631 o la Doxorubicina, provoca una reduccion significativa de la
expresion del gen mrp-1. Esto podria deberse a que esta dosis de WP631 es capaz de
desplazar al factor de transcripcion Spl de su lugar de unidén en el promotor del gen
(Figura R20B), mientras que una dosis inferior de WP631 (122 nM) no es suficiente

para ejercer el mismo efecto.

ICs0 ICsp  IC75
Control DoxorubicinawpP631 WP631

GAPDH e e el el

GAPDH I e
-1 | =

24 h

86 h

Figura R21. RT-PCR semicuantitativa usada para determinar cambios en los niveles de transcripcion
del gen mrp-1 en células MCF-7/VP tratadas con Doxorubicina (ICsj) o diferentes dosis de WP631 (ICsq
e IC75) durante 24 6 96 horas. Junto con el gen mrp-1 se coamplifico el gen constitutivo GAPDH (control
interno).

Se analizo la actividad de la proteina asociada a resistencia MRP-1 para poder
relacionar los cambios en la expresion del gen con la respuesta de las células MCF-
7/VP a cada uno de los tratamientos. Nuestra hipotesis de trabajo fue que, si la
reduccion de los niveles de RNA del gen mrp-1 observados implicaba también una
reduccion de los niveles de proteina, el tratamiento con 594 nM WP631 seria capaz de

revertir el fenotipo MDR de las células MCF-7/VP, que sobreexpresan esta proteina. La
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Figura R22 muestra los resultados obtenidos para la determinacion de la actividad de las
proteinas MDR-1 y MRP-1 en células MCF-7/VP tratadas con 594 nM WP631, con 122
nM WP631 6 307 nM Doxorubicina, o sin tratar. La actividad de las proteinas asociadas
a resistencia multiple se determind tras 24 y 96 horas con los diferentes tratamientos
(Figuras R22A y R22B). Las muestras tomadas en cada una de las condiciones se
subdividieron en tres frascos con el fin de determinar, en paralelo, la intensidad de la
fluorescencia en presencia de un inhibidor de las proteinas MDR-1 y MRP-1, Inhibidor
I (en rojo en la Figura R22), de un inhibidor exclusivo de la proteina MRP-1, Inhibidor
2 (en lila en la Figura R22), o sin ningln inhibidor (en verde en la Figura R22). Para
facilitar la interpretacion de los resultados, la Figura R22 muestra la superposicion de
las tres mediciones realizadas para cada condicion (merge). Como se puede observar,
los Inhibidores 1y 2 se asociaron, como era de esperar, a picos de fluorescencia alta en
todos los casos analizados. Esto es debido a que, al haberse inhibido las proteinas
asociadas a resistencia, la calceina quedd retenida en el interior de las células. Se
observa que, si se superponen los picos de fluorescencia obtenidos para las células
control, los picos en presencia de los Inhibidores 1y 2 coinciden mientras que, el pico
obtenido sin inhibidores, estd desplazado a la izquierda (Figura R22). Las células
control en ausencia de inhibidores dieron lugar a picos de baja fluorescencia, tanto a las
24 como a las 96 horas (Figuras R22A y R22B). Este resultado esta de acuerdo con los
resultados de RT-PCR obtenidos, que demostraron que las células MCF-7/VP sin tratar
expresan la proteina MRP-1. Por lo tanto, en las células sin tratar, la calceina fue

expulsada del citoplasma por accion de la proteina MRP-1.

Cuando se trataron las células con 307 nM Doxorubicina o con WP631 (122nM
6 594 nM) durante 24 horas, y en ausencia de inhibidores, se obtuvieron resultados
similares (Figura R22A). Sin embargo, como se muestra en la Figura R22A, el pico
obtenido tras el tratamiento durante 24 horas con 594 nM WP631 estaba mas
desplazado hacia la derecha que el resto de tratamientos y las células control. Estos
resultados indican que los tratamientos con 307 nM Doxorubicina y 122 nM WP631
durante 24 horas no alteraron significativamente la actividad de las proteinas asociadas
al fenotipo MDR, con respecto a las células sin tratar. Por otro lado, el tratamiento con
594 nM WP631, el unico tratamiento asociado a una respuesta citotdxica segun los
resultados presentados anteriormente, indujo una reduccién moderada de la actividad

MDR a las 24 horas de tratamiento (Figura R22A).
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La Figura R22B muestra los resultados que se obtuvieron tras 96 horas de
tratamiento continuo con los diferentes formacos y dosis. Se observa como el pico
correspondiente al tratamiento con Doxorubicina y, sin inhibidores, continuaba
desplazado a la izquierda, igual que a las 24 horas. Este resultado indica que el
tratamiento con Doxorubicina no altera la actividad de las proteinas asociadas al
fenotipo MDR y por este motivo, o al menos en parte, las células MCF-7/VP fueron
resistentes a este farmaco. Por otro lado, el tratamiento con 122 nM WP631 durante 96
horas puso de manifiesto la presencia de dos subpoblaciones celulares: una
subpoblacion resistente (pico de fluorescencia baja, desplazado a la izquierda respecto
al tratamiento equivalente en presencia de inhibidores, mostrado en la Figura R22B) y
una poblacion sensible al tratamiento (pico de fluorescencia alta que coincide con los
picos obtenidos en presencia de inhibidores). Cuando se utiliz6 una dosis mayor, 594
nM WP631 durante 94 horas, se obtuvo un unico pico de fluorescencia alta, que
coincidia con los picos obtenidos en presencia de inhibidores (merge). Estos resultados
se pueden interpretar como que 594 nM WP631 (IC;s) inhibe la actividad de las
proteinas asociadas a resistencia, permitiendo que el fArmaco pueda entrar al interior de

las células y ejercer su actividad antiproliferativa.

Seguidamente se calculd la actividad de las proteinas MDR-1 y MRP-1 en las
células MCF-7/VP, tratadas con Doxorubicina o WP631, o sin tratar durante 24 6 96
horas. Las actividades se calcularon a partir de los valores de la fluorescencia media en
los picos obtenidos en presencia del Inhibidor 1, del Inhibidor 2 o en ausencia de
inhibidores para cada tiempo y tratamiento (Materiales y Métodos). En ninguno de los
casos se detectd actividad MDR-1. Este resultado es acorde con los resultados de RT-
PCR presentados en el apartado anterior, donde se detectd la presencia de transcritos
correspondientes al gen mrp-1 pero no de mdr-1 y con los resultados de otros grupos
que han demostrado que en esta linea celular sélo se expresa la proteina MRP-1
(Schneider et al., 1994). Los valores de la actividad de MRP-1 obtenidos en cada caso
se representan en la Figura R22C como el porcentaje de activacion respecto a las células
sin tratar. Se puede ver que la actividad de la proteina MRP-1 en las células tratadas con
307 nM Doxorubicina no varid significativamente respecto a las células control a lo
largo del tiempo. Por otro lado, mientras que la actividad MRP-1 de las células tratadas
con 122 nM WP631 durante 24 horas fue alta, tras 96 horas de tratamiento se podian

distinguir dos subpoblaciones celulares, atendiendo a la actividad MRP-1. En la Figura
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Figura R22. Determinacion de la actividad de las proteinas MDR-1 y MRP-1 en células MCF-7/VP
tratadas con 307 nM Doxorubicina, 122 nM WP631 6 594 nM WP631, o sin tratar durante 24 (A) 6 96
horas (B). Tras los tratamientos se incubaron las células con un inhibidor de las proteinas MDR-1 y
MRP-1 (Inhibidor 1), con un inhibidor exclusivo de MRP-1 (Inhibidor 2) o sin inhibidores y se determind
la fluorescencia intracelular de la calceina en un citometro de flujo. Los valores de fluorescencia media
obtenidos en cada caso se utilizaron para calcular el porcentaje de actividad de las proteinas MDR-1 y
MRP-1, con respecto a las células sin tratar (C). Los valores corresponden al promedio de dos
experimentos independientes, con resultados similares.
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R22C se puede observar una subpoblacidn celular resistente al tratamiento con 122 nM
WP631 durante 96 horas, donde la actividad de la proteina fue, aproximadamente, del
114% respecto a las células sin tratar. También se observa una segunda subpoblacion de
células sensibles al tratamiento con una actividad MRP-1 reducida (aproximadamente
del 50% respecto al control). El tratamiento de las células durante 96 horas con la dosis
mayor de WP631 (su ICys), indujo una reduccién de la actividad de MRP-1 superior al

55% respecto a las células sin tratar.

4.12. ANALISIS DE LOS PERFILES DE EXPRESION GENICA INDUCIDOS
POR ANTRACICLINAS EN LA LINEA JURKAT T

Se analizaron los perfiles de expresion génica diferencial de células Jurkat T
tratadas durante 4 horas con las dosis IC7s 0 ICsy para la Daunorubicina (182 y 91 nM,
respectivamente), la dosis IC7s calculada para la WP631 (60 nM), o sin tratar (control).
Utilizamos las membranas de nylon Oncogene & Tumor Suppressor Atlas Arrays (BD
Clontech) para monitorizar los cambios en los niveles de transcripcion de 199 genes

(190 oncogenes o genes supresores de tumores, y 9 genes constitutivos).

La Figura R23A muestra los resultados obtenidos en cada caso. Las sefiales
obtenidas se corrigieron por el background promedio de cada membrana y se
normalizaron por la sefial del gen constitutivo GAPDH. Para cada cDNA se calculd la
relacion de intensidades entre los distintos tratamientos respecto al control.
Consideramos que habia cambios significativos en la expresidon cuando ésta era superior
a25 (<04 6 >2.5). Para trabajar los datos con mayor facilidad se calcularon los
logaritmos en base 2 de estas relaciones ya que, de esta manera, los valores de corte
eran simétricos (<-1.32 6 > 1.32) (véase Materiales y Métodos). En el Anexo I se
presentan los valores promedio obtenidos en cada caso (experimentos realizados por
triplicado) correspondientes a la cuantificacion de la intensidad de las sefiales y el
background, y a los valores corregidos y normalizados, asi como el calculo de
relaciones. A partir de los datos corregidos se determind la dispersidon de los cambios en
la expresion de los genes asociados a cada tratamiento respecto al control (Figura R23B
y Anexo I). Se observd como cada tratamiento activd o inhibi6 la transcripcion de

distintos grupos de genes.
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Figura R23. (A) Imagenes de las membranas de nylon Human Oncogene and Tumor Suppressor Atlas
Arrays (BD Clontech) obtenidas en células Jurkat T. Las sondas de cDNA se obtuvieron a partir del
RNA extraido de células tratadas con 182 nM 6 91 nM Daunorubicina (IC;5 e ICsp), 6 60 nM WP631
(IC55) durante 4 horas (Materiales y Métodos). (B) Dispersion de los cambios en la expresion de los genes
asociados a cada tratamiento respecto al control, determinada a partir de los datos corregidos y

normalizados (Materiales y Métodos). Cada tratamiento activo o inhibid la transcripcion de distintos
grupos de genes.

Para analizar més detalladamente los perfiles de expresion génica diferencial, los
cambios en la transcripcién observados respecto a las células sin tratar (activacion o
inhibicién) se representan graficamente en la Figura R24A. De los 199 genes
analizados, cambid la expresion de 58 de ellos en presencia de 182 nM Daunorubicina,
de 81 en presencia de 91 nM Daunorubicina, y de 77 cuando se trataron las células con
60 nM WP631. Se puede observar como los tratamientos con Daunorubicina indujeron
mayoritariamente la activacion transcripcional, especialmente la dosis 1C7s (182 nM).
De los 58 genes, cuya expresion cambid en presencia de 182 nM Daunorubicina, tan
so0lo 3 presentaban transcripcion reducida. El tratamiento con 91 nM Daunorubicina

inhibid la transcripcion de 20 genes y activdé 61. Por otro lado, el tratamiento con
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WP631 produjo la inhibiciéon de 43 genes y la activacion de 34. A partir de estos
resultados se puede concluir que el tratamiento con WP631, al menos en la linea celular
Jurkat T, reduce la transcripcion de un nimero elevado de genes, mientras que los
tratamientos con Daunorubicina provocan, basicamente la activacidon de ciertos genes.
Como hipdtesis de partida, esto puede deberse a que la WP631 es un inhibidor de la
transcripcion dependiente de Spl mas potente que la Daunorubicina (Martin et al.,

1999; Portugal et al., 2001)

La expresion de algunos genes cambi6 en algunas ocasiones s6lo con uno de los
tratamientos, mientras que otros genes cambiaron con dos de ellos o con los tres. Al
mismo tiempo, cuando la expresion de un gen cambiaba con los tres tratamientos o con
dos, los cambios podian ser en el mismo sentido (por ejemplo, el gen estaba activado
con los tres tratamientos) o en el sentido opuesto (por ejemplo, uno de los tratamientos
activo la expresion de un gen, y los otros dos tratamientos la inhibieron). Para facilitar
la interpretacion de los resultados, se construyd un diagrama de Venn (Figura R24B). Se
representa esquematicamente el nimero de genes, cuya expresion cambid s6lo con uno
de los tratamientos, con dos o con los tres. La expresion de 29 genes cambio con los tres
tratamientos. Cabe remarcar que, de estos 29 genes, 2 se activaron con los tres
tratamientos, mientras que no se detectdé ningun ejemplo en que la expresion de un gen
se inhibiera con los tres tratamientos. Por otro lado, los dos tratamientos con
Daunorubicina (182 y 91 nM) alteraron la expresion de 19 genes. Los tratamientos con
91 nM Daunorubicina 6 60 nM WP631 indujeron cambios en los niveles de
transcripcion de 15 genes, mientras que los tratamientos con 182 nM Daunorubicina 6
60 nM WP631 cambiaron la expresion de 3 de ellos, con respecto al control. Por tltimo,
se puede observar que la expresion de ciertos genes solo cambid con uno de los
tratamientos: 7 con 182 nM Daunorubicina, 18 con 91 nM Daunorubicina, y 30 con 60
nM WP631.

Una de las primeras conclusiones que se puede extraer a partir de estos
resultados, es que el tratamiento con 91 nM Daunorubicina induce cambios en la
expresion de un conjunto de genes que son comunes al tratamiento con 182
Daunorubicina (19 genes), y a otro grupo de genes, comun al tratamiento con 60 nM
WP631 (15 genes), mientras que los tratamientos con 182 nM Daunorubicina y 60 nM

solo comparten el cambio en la expresion de 3 genes. Los resultados de la Figura R24
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indican que cada tratamiento indujo la activacidn/represion de una combinacion

concreta de genes.
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Figura R24. (A) Cambios en los perfiles de expresion génica en células Jurkat T tratadas durante 4
horas con 182 6 91 nM Daunorubicina, 6 60 nM WP631. Se representa el nimero de genes cuya
expresion no se alterd respecto al control (azul), y el numero de genes que se activaron (verde) o
reprimieron (rojo) en cada caso. (B) Diagrama de Venn. Se esquematiza el nimero de genes, cuya
expresion se alterd con los tres tratamientos (amarillo), con los tratamientos con 182 y 91 nM
Daunorubicina (rosa), con los tratamientos con 91 nM Daunorubicina y 60 nM WP631 (naranja), con los
tratamientos con 182 nM Daunorubicina y 60 nM WP631 (lila), o s6lo con uno de los tratamientos: 182
nM Daunorubicina (azul), 91 nM Daunorubicina (rojo) o 60 nM WP631 (verde).

La Tabla R6 muestra una seleccion de alguno de estos genes, involucrados en el
control de la progresion del ciclo celular durante las fases G; y Gy, la respuesta a dafios
en el DNA y la apoptosis. La activacion de diferentes vias génicas puede estar en el
origen del porqué la dosis IC7s para la Daunorubicina indujo la muerte por apoptosis en

las células Jurkat T, mientras que la dosis ICsy indujo la senescencia celular y la WP631
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provoco la muerte de las células por catastrofe mitdtica (Figuras R3, R7, R§, R9, R13 y
R14). En la Discusion se describird mas detalladamente la relacion entre los cambios de
expresion de alguno de estos genes con los mecanismos de muerte celular observados

en cada caso.

Tabla R6. Seleccion de genes involucrados en los puntos de control celular G; y G,, en la respuesta a
lesiones en el DNA, y en el control de la apoptosis, cuya expresion cambia de manera diferencial en
células Jurkat T tratadas con diferentes dosis de Daunorubicina o WP631 (los genes que se activan se
indican con +, los que se inhiben con -, y los que quedan fuera del criterio de exclusién con =).

TRATAMIENTOS

GENES 182 nM Daunorubicina 91 nM Daunorubicina 60 nM WP631
c-myc = = =
ATM + + =
pi3 + + -
MDMX = - +
BRCA-1-associated ring domain 1+ - -
p2174F1 _ n _
N-Ras = + +
P16 n _ )
pl14NKsE n n )
Ciclina D3 = + +
Ciclina E - + =
Cdc254 = + =
Rb + = +
130 kDa Rb-associated protein = - +
RBQ-1 + = =
RBQ-3 + - -
E2F5 + + -
CDC-like kinase 2 + + -

Cabe remarcar que, no sélo farmacos distintos se asociaban a patrones de
expresion distintos (Daunorubicina vs. WP631), sino que células tratadas un mismo
farmaco tenian unos perfiles de expresion génica distintos, que dependian de la
concentracion (IC7s vs. ICsyp Daunorubicina). El panel izquierdo de la Figura R25
muestra la lista de genes que se activaron o reprimieron en presencia de Daunorubicina.
El panel derecho de la Figura R25 muestra que la expresion de determinados genes

cambid tnicamente con una de las dosis de Daunorubicina (circulos externo e interno):
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36 genes con 182 nM Daunorubicina y 10 con 91 nM Daunorubicina. Por otro lado, 56
genes cambiaron con los dos tratamientos (circulo central). En este ultimo caso, la
respuesta de los genes dependia de la dosis utilizada: la transcripcion de algunos genes
estaba activada o inhibida con los dos tratamientos, mientras que otros genes estaban
activados con una de las dosis e inhibidos con la otra, y a la inversa.

La decisidn del criterio de exclusion (valor a partir del cual se considera que hay
cambios en la expresion de un gen) constituye la principal dificultad del trabajo con
arrays. Dado que se trata de una técnica semicuantitativa, la informacidon obtenida es
mas fiable cuanto mas se aleje el punto de corte del valor 1.0. Normalmente el punto de
corte se establece en funcidon de la relacion obtenida para un gen concreto, cuyos
cambios se han determinado previamente utilizando otras técnicas. En nuestro caso,
resultados previos de Northern blot demuestran que la WP631 reduce los niveles de
transcripcion correspondientes a c-myc (Villamarin et al., 2002). Los resultados
obtenidos en nuestro analisis de arrays demuestran que 182 nM Daunorubicina y 60 nM
WP631 redujeron la transcripcion de c-myc, mientras que ésta aumentd en presencia de
91 nM Daunorubicina (Anexo I), en clara concordancia con los resultados de RT-PCR
semicuantitativa (Figura R17), de Northern blot (Villamarin et al., 2002) y de Western
blot (Figura R18). En los tres casos los cambios fueron de aproximadamente 1.5 veces
(véase Anexo I). Decidimos ser muy astringentes, de manera que los cambios en la
expresion de c-myc observados quedaran fuera de los criterios de exclusion, fijando el
punto de corte en 2.5 (Materiales y Métodos). De esta manera nos asegurabamos que los
cambios que observaramos en otros genes, serian cambios significativos.

En aquellos casos en que las relaciones obtenidas se encontraban proximas al
punto de corte, éstas podian quedar dentro o fuera del criterio de exclusion en las

WAF1
1 , los valores

diferentes repeticiones del experimento. En el caso del gen p2
promedio de diferentes experimentos indicaron que los tratamientos con 182 nM
Daunorubicina y 60 nM WP631 no inducian un incremento de la transcripcion superior
a2 6 2.5 veces con respecto al control (Anexo I). Sin embargo, cuando se analizaban los
experimentos por separado, los cambios observados superaban el criterio de exclusion
en algunos casos. En el caso del tratamiento con 91 nM Daunorubicina, el aumento de

WAF1
1

la transcripciéon de p2 fue de casi siete veces con respecto al control, valor

superior al valor de corte, de manera que en los diferentes experimentos realizados
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Figura R25. Analisis de la expresion génica en células Jurkat T tratadas con Daunorubicina, utilizando
las membranas Human Oncogene/Tumor Suppressor Atlas Array. Los histogramas representan los genes,
cuyos perfiles transcripcionales variaron, respecto al control, con las dos dosis de Daunorubicina
utilizadas (ICsy € IC75), o con una de ellas. Se expresan los cambios observados como log, y los genes se
agruparon en funcién de los cambios observados (si los cambios fueron similares con los dos
tratamientos, o bien, la respuesta fue diferentes, segiin el tratamiento). Panel izquierdo: perfiles de
expresion génica en células Jurkat T tratadas con 91 nM Daunorubicina (blanco) 6 182 nM
Daunorubicina (negro). Los nlimeros presentes en el eje de las coordenadas representan los genes que se
indican a continuacion: I, TGF-f receptor IIlI; 2, TGF-f 2; 3, p53; 4, heregulin-fi 3; 5, guanine
nucleotide binding protein a 13 subunit; 6, pim-1; 7, Wilms’ tumour protein;, 8, ski-related
oncogenesnoN; 9, N-myc; 10, DCC; 11, CDC25 homologue; 12, FOS-related antigen 2; 13, ATM; 14,PI3
kinase; 15, CDC-like kinase 2;16, c-yes; 17, APC; 18, ETS oncogene; 19, E2F5; 20, bcl-2; 21,
semaphorin III; 22, pl4-INK4B; 23, RAD50 homologue,; 24, neogenin; 25, CD100 antigen; 26, TGF-f
signalling protein; 27, tyrosine kinase tnk 1; 28, wingless-related MMTV integration site 2 protein; 29,
junD; 30, jun-B; 31, APC; 32, v-Ki-RAS2B; 33, STAT2, STATI113; 34, erbB4; 35, mitochondrial
transcription factor 1; 36, p16-INK4; 37, CBL-B; 38, 5T4 oncofoetal antigen; 39, delta lactoferrin; 40,
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siempre observamos que este tratamiento inducia el aumento de los niveles de mRNA
de p21""" Mientras las reacciones de RT-PCR no nos resultaron utiles para analizar

. <7 WAFI
los cambios en la expresion de p21

en las células Jurkat T tratadas con 91 nM
Daunorubicina (Figura R17), la utilizacion de arrays nos ayudo a solventar el problema,
confirmando los resultados de Western blot (Figura R18A). Esto es debido a la
diferencia en la sensibilidad de las dos técnicas, en cuanto a la deteccion de cambios en
genes que se expresan poco en las células.

Estos resultados sugieren que la informacidén que nos ofrecian los arrays podia
considerarse mas fiable cuanto mas se alejaran los valores obtenidos del punto de corte
2.5. Respecto a esta observacidn, es necesario remarcar que los valores obtenidos para

la mayoria de genes presentados en la Tabla R6, asi como otros que se presentan en el

Anexo I, fueron claramente superiores o inferiores al punto de corte fijado.

FKBP-rapamycin associated protein; 41, frizzled homologue 5; 42, BRCAl-associated ring domain
protein 1; 43, RBQ3; 44, TATA sequence-binding protein; 45, B 1 catenin (CTNNB); 46, cyclin E; 47, c-
kit; 48, neuregulin 1; 49, erbB2; 50, tight junction protein 1; 51, Rb; 52, integrin-linked kinase; 53,
RBQI; 54, semaphorin III/F; 55, wingless related MMTV integration site 8b protein; 56,
neurofibromatosis protein type 1; 57, neural retin-specific leucine zipper protein; 58, MCC; 59, c-abl;
60, rafl; 61, prohibitin; 62, cyclin D3; 63, Cdc25A homologue; 64, ski; 65, TBP-associated factor 250
kDa subunit; 66, p21/WAF1; 67, guanine nucleotide regulatory protein tim 1; 68, nuclease-sensitive
element DNA-binding protein; 69, c-fer; 70, L-myc; 71, prefoldin 4, 72, c-kit ligand; 73, X-ray repair-
complementing defective repair in Chinese hamster cells; 74, receptor interacting protein; 75, transducer
of erbB2; 76, B-raf; 77, prefoldin 5; 78, smoothened homologue,; 79, f -catenin; 80, ZAP70; 81, CDC-
like kinase 3; 82, neurogenic locus notch protein homologue 1; 83, CDC2-related protein CHED, 84, N-
Ras; 85, SAP102; 86, rel A; 87, 130 kDa Rb-associated protein; 88, PCTAIRE 3; 89, mdmx; 90, frizzled-
related FrzB; 91, ABL2; 92, tumour necrosis factor receptor superfamily member 10B. La funcidn de
estos genes puede encontrase en la direccion http://www.clontech.com/atlas y en el Anexo I presentado
en esta memoria. Las barras sefialadas con una flecha corresponden a cambios cualitativos. Panel
derecho: diagrama que agrupa los genes en funcion a la repuesta observada con las diferentes dosis de
Daunorubicina. Los circulos externo e interno muestran los genes, cuya expresion vario inicamente con
182 nM Daunorubicina 6 91 nM Daunorubicina, respectivamente. El circulo central muestra aquellos
genes, cuyo perfil de expresion vari6 con las dos dosis. +, activacion de la transcripcion, -, inhibicion de
la transcripcion, =, sin cambios en la transcripcion, respecto al control. En el circulo central, el signo de la
izquierda representa los cambios en presencia de 91 nM Daunorubicina, y el de la derecha, los cambios
observados con la dosis de 182 nM Daunorubicina.



Resultados 188

Otro dato interesante que obtuvimos es el cambio en la expresion del gen p53,
clave en el control de la progresion del ciclo celular, la apoptosis, y cuya pérdida
funcional esta relacionada con la catastrofe mitdtica (Bunz et al., 1998). La Tabla R6
muestra que los dos tratamientos con Daunorubicina indujeron la activacién de la
transcripcion de p53, mientras que ésta estaba inhibida en presencia de 60 nM WP631.
Esto estd de acuerdo con los resultados obtenidos mediante RT-PCR semicuantitativa
(Figura R17). En los datos presentados en el Anexo I se puede comprobar que, en los
tres casos, el cambio en la expresion de p53 fue mucho mayor de 2.5 veces con respecto
al control: la activacion de la transcripcion fue unas 14 veces superior con el tratamiento
con 182 nM Daunorubicina y mds de 20 veces superior en presencia de 91 nM
Daunorubicina, mientras que el nivel trancripcional se redujo mas de 18 veces con
respecto al control en presencia de 60 nM WP631.

Dado que el gen p53 actua como “guardian del genoma”, detectando lesiones
en el DNA vy activando vias de reparacion, progresion celular o apoptosis, decidimos
analizar si los diferentes farmacos y dosis inducian la rotura del DNA, como
consecuencia de la interferencia con el corte-religado de la topoisomerasa Il o la
produccion de radicales libres, por ejemplo. Cuantificamos la fragmentacion del DNA
de células Jurkat T tratadas con 182 6 91 nM Daunorubicina, o 60 nM WP631 durante 4
y 10 horas. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla R7. La fragmentacion del
DNA aument6 significativamente con le tiempo unicamente con la dosis 182 nM
Daunorubicina, resultado que podria explicar, al menos en parte, que este fuera el tnico

tratamiento asociado a la muerte mayoritaria de las células por apoptosis.

Tabla R7. Cuantificacion de la fragmentacion del DNA intracelular en células Jurkat T tratadas con
dos dosis diferentes de Daunorubicina o WP631, durante 4 6 10 horas. La cuantificacion se realizod
mediante un ensayo colorimétrico que determiné la cantidad de BrdU que quedaba accesible en el DNA
(fragmentado). Se representa el valor promedio y la desviacion estandar de, al menos, tres experimentos
independientes. (n.d, no determinado).

Daunorubicina WP631
182 nM 91 nM 60 nM
4 h 10 h 4h 10 h 4h 10 h

% dafio DNA  26.3+3.1 37.8+44 74+52 7.2+6.0 48+3.9 n.d
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4. 13. ANALISIS IN VIVO (CELULAS EN CULTIVO) DE LA INHIBICION DE
LA TRANSCRIPCION DEPENDIENTE DE Sp1 POR WP631

Muchos de los genes presentes en las membranas Human Oncogene & Tumor
Suppressor Atlas Array se encuentran bajo control transcripcional del factor de
transcripcion Spl. Aunque la WP631 es un inhibidor muy potente de la transcripcion
dependiente de Sp1 (Botella et al., 2001; Gaidarova and Jiménez, 2002; Martin et al.,
1999; Portugal et al., 2001; Villamarin et al., 2002), los resultados obtenidos usando
macroarrays (ver apartado 4.12.) demuestran que la interpretacion de los resultados se
complica cuando las condiciones del ensayo son més complejas. Dado que todos los
genes analizados forman parte de cascadas génicas y la efectividad de la WP631
depende de varios factores, que se analizaran en detalle en la Discusidn, resulta muy
dificil conocer a priori el efecto de la WP631 sobre un gen concreto, esté regulado o no
por Spl. Por este motivo se realizd un analisis in vivo (cultivos celulares) con el fin de
diseccionar directamente los efectos de la WP631 sobre el factor Spl. Se comprobo si
la misma dosis de WP631 que provoco la muerte de las células Jukat T por catdstrofe
mitotica (60 nM, su ICs) era capaz de inhibir la transcripcion dependiente de Spl en
células en cultivo.

En estos experimentos, transfectamos células Jurkat T con vectores conteniendo
el gen reporter CAT (cloranfenicol acetiltransferasa) bajo el control transcripcional de
los promotores wtGLUT1 y mut2GLUT]1 (Figura M8). Se analizaron los efectos de la
WP631, y de los factores de transcripcién Spl y Sp3 (endogenos y sobreexpresados)

sobre estos promotores.

4.13.1. Determinacion de los efectos de diferentes dosis de WP631 sobre el
crecimiento de células Jurkat T

En primer lugar se determinaron las condiciones 6ptimas para realizar los experimentos.
Se trataron células Jurkat T con tres concentraciones diferentes de WP631 (60 nM, 600
nM y 1 uM) durante 4 6 24 horas. Se analizo la viabilidad y la proliferacion en cada uno
de los casos. Las Figuras R26A y R26B muestran los resultados del recuento de
viabilidad, utilizando el colorante azul de tripano, y la proliferacién celular, determinada
mediante el ensayo del MTT de células tratadas. Se puede observar que, mientras que
todos los tratamientos se asociaron a una elevada viabilidad (entre el 87-98%), so6lo los

tratamientos realizados durante 4 horas permitieron una proliferacion aproximada al
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100%, comparable a las células sin tratar. Sin embargo, unicamente en las células
tratadas con 60 nM WP631 durante 24 horas, la proliferacion celular fue cercana al
100%, mientras tratamientos durante 24 horas con dosis superiores (600 nM y 1 uM)
provocaron la disminucion de la proliferacion celular (~ del 56% y el 40% respecto a las
células sin tratar respectivamente). Debido a que el porcentaje de células en
proliferacion decreci6 con las dosis mas elevadas de WP631 durante los tratamientos de
24 horas, analizamos la distribucion del ciclo celular asociada a cada tratamiento, para
determinar si se producia alguna alteracion. En tratamientos de 4 horas, la distribucion
del ciclo celular fue comparable a las células sin tratar (Figura R26C). Sin embargo, la
distribucion del ciclo celular fue similar a las células control, solamente con el
tratamiento con 60 nM WP631 después de 24 h de tratamiento. Los tratamientos con
600 nM y 1 uM WP631 provocaron la acumulacidn de las células en la fase Go/M a las
24 horas. De estos resultados se deduce que el tratamiento de las células Jurkat T con
60 nM WP631 no afecta a la distribucion del ciclo celular a las 24 horas de tratamiento
aunque, segun resultados explicados previamente, después de 72 horas de tratamiento,
las células se acumularon en G»/M y formaron poliploidias, y murieron por catastrofe
mitotica (Figuras R3, R9, R13 y R14). Los tratamientos con 600 nM y 1 uM WP631
provocaron los mismos efectos, aunque se manifestaron ya a partir de las 24 horas de
tratamiento (Figura R26C).

Se planted, en consecuencia, que los experimentos se deben realizar utilizando
células tratadas con WP631 que proliferaran con normalidad, ya que de lo contrario, los
niveles de proteinas Spl y Sp3 enddgenos podrian ser diferentes respecto a las células
sin tratar, dificultando su comparacion y la interpretacién de los resultados. Por este
motivo, y en funcién a los resultados mostrados anteriormente, en los ensayos se usaron
células tratadas durante 4 horas con 60 nM, 600 nM y 1 uM WP631 y células tratadas
con 60 nM WP631 durante 24 horas.

Se determind también el momento idéneo en que se podian iniciar los
tratamientos con WP631 después de haber transfectado las células con los diferentes
vectores (descritos en Materiales y Métodos). Se realizo el seguimiento de la viabilidad
celular a lo largo del tiempo (0, 24 y 48 horas), mediante una tincién con azul de
tripano, de las células transfectadas. Inmediatamente después de la transfeccion
sobrevivieron, aproximadamente, la mitad de las células, cuya viabilidad 24 horas

después fue del 80%. Después de 48 horas post-transfeccion, la viabilidad promedio fue
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de un 95%, valor comparable a la viabilidad media justo antes de transfectar. Para que
la interpretacion de los resultados fuera correcta, los diferentes experimentos tenian que
realizarse en el momento en que las células transfectadas con los vectores de expresion
comenzaran a experimentar cambios en los niveles de proteina Spl y/o Sp3. Los
experimentos de Western blot indicaron que los cambios los niveles de proteinas

podian observarse a partir de las 24 horas de las transfecciones (Figura R27).

A. B.
| o "It
I I I | |
DosisWG31 Dosis VWG
g , < |I a:_:-’-
.
e qunapeat W1 M WP631
800 nMWPE31 | . 600 nM WP631
T " 80 nM WPB31 -2 60 nM WP631
" CONTROL = CONTROL
4 HORAS 24 HORAS

Figura R26. Viabilidad, proliferacion y distribucién del ciclo celular en células Jurkat T tratadas durante
4 6 24 horas con diferentes concentraciones de WP631 (60 nM, 600 nM y 1 uM). (A) Recuento de la
viabilidad, mediante una tincién con azul de tripano, de células Jurkat T tratadas con WP631. Ninguno de
los tratamientos indujo un aumento significativo de la mortalidad celular. (B) Ensayo de proliferacion,
basado en la capacidad de las células tratadas con WP631 para metabolizar el MTT. Los tratamientos
durante 24 horas con 600 nM y 1 uM WP631 provocaron la inhibicion de mas del 39% de la proliferacion
celular. (C) Variaciones en la distribucion del ciclo celular en presencia de diferentes dosis de WP631. A las
24 horas de tratamiento continuo con WP631, solamente las células tratadas con la dosis de 60 nM tenian
una distribucion comparable a las células control.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se decidid transfectar las células,
subcultivarlas y mantenerlas durante 24 horas (momento en que se detectaron los
cambios en los niveles de Spl y Sp3). En este momento se realizaron tratamientos de 24
horas con las diferentes dosis de WP631. Se descartaron los tratamientos de 4 horas, ya
que Unicamente el tratamiento de 24 horas se extendia hasta las 48 horas post-

transfeccion, momento en que la viabilidad celular fue cercana al 100%.

Una vez se determinaron las condiciones Optimas para los experimentos se
analizé la capacidad de la Bisantraciclina WP631 para competir y desplazar al factor de
transcripcion Spl de su lugar de unidn en el promotor de GLUT1, realizando tres tipos
de experimentos. En primer lugar se determind la capacidad de la WP631 para competir
con los factores de transcripcion Spl y Sp3 endogenos. En segundo lugar
sobreexpresamos las proteinas Spl y/o Sp3 para conseguir diferentes relaciones
Sp1/Sp3, y determinar los efectos de la WP631 sobre la transcripcion dependiente de
Spl. Finalmente, se realizaron diferentes ensayos de retardamiento en gel (Band-Shift)
con el fin de monitorizar las diferencias en cuanto a afinidad de unién del factor Spl y

la Bisantraciclina WP631 a las secuencias promotoras wtGLUT1 y mut2GLUT1.

wtGLUT1 mut2GLUT1

spt = + = + [- + - +
Sp3 = = + + [= - + +
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Figura R27. Western blot que muestra los cambios en los niveles de las proteinas Sp1 y Sp3 en células
Jurkat T transfectadas con los vectores wtGLUT1 o mut2GLUT]1, y en presencia/ausencia de los vectores
pCMV-Spl y/o pCMV-Sp3flu. Se muestran las bandas correspondientes al factor de transcripcion Spl y a
las tres isoformas del factor Sp3. Se utiliz6 una banda inespecifica de 45 kDa, que resultaba de la reaccion
cruzada con el anticuerpo anti-Sp3, como control interno. El experimento se repitid tres veces con
resultados similares.
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4.13.2. La WP631 inhibe la activacion de los promotores GLUT1 dependiente de la
maquinaria transcripcional endégena

En la Figura R28 (barras wt y mt) se muestra la actividad CAT relativa dirigida por los
promotores wtGLUT1 y mut2GLUT]1, bajo control de la maquinaria transcripcional
enddgena de las células Jurkat T (Spl y Sp3 enddgenos). Aunque no hubo diferencias
significativas entre los dos promotores, observamos que en la mayoria de experimentos
existia una tendencia a que la expresion del gen reporter CAT bajo el control del
promotor wtGLUT1, fuera mas potente que en el caso del promotor mut2GLUT]1.

El tratamiento de los cultivos con 60 nM WP631 provocé un 30% de inhibicidon
en la actividad CAT, bajo control de los promotores wtGLUT1 y mutGLUT]1, respecto
a las células sin tratar (barra wt vs. wt+W y mt vs. mt+W). De estos resultados se
deduce que la WP631 compite con los factores Spl y Sp3 enddgenos, con una eficiencia

casi idéntica para los dos promotores.

4.13.3. La WP631 inhibe la activacion de los promotores GLUT1 de manera
diferencial cuando se sobreexpresa Sp1 y/o Sp3

Cuando se sobreexpresd Spl, la actividad CAT relativa dependiente del promotor
wtGLUT]I, no varié significativamente respecto a la actividad inducida por el factor Spl
enddgeno (Figura R28, barra wt vs. a). En el caso del promotor mut2GLUT1, aunque
las diferencias observadas entre la actividad dirigida por el factor Spl enddégeno o
sobreexpresado no fueron significativas (barra mt vs. ¢), se puede observar que, en
promedio, la actividad CAT aumento al sobreexpresar Spl resultando en una activacién
relativa similar a la del promotor wtGLUT]1 (barras wt y mt vs. barras a y c). Estos
resultados indican que el factor de transcripcion Spl enddgeno es suficiente para la
activaciéon maxima del promotor wtGLUTI1, por este motivo la sobreexpresion del
factor de transcripcion no alter6 la actividad CAT relativa. Sin embargo, parece que los
niveles de Spl endogenos no fueron suficientes para saturar la respuesta dirigida por el
promotor mut2GLUT]1, ya que no se alcanzaron valores de actividad CAT comparables

a wtGLUTI hasta que se sobreexpreso Spl.

A diferencia de lo que ocurria con el factor Spl endogeno, cuando se
sobreexpres6 Spl y se trataron las células con 60 nM WP631, la capacidad de
inhibicion de la transcripcion de la Bisantraciclina fue diferente para cada promotor

(barras b y d). Mientras que la inhibicidn la actividad CAT relativa seguia siendo de un
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30% para el promotor wtGLUT1 en células tratadas con WP631 (barras wt vs. a y barras
wt+W vs. b), la capacidad de la WP631 para inhibir la transcripcion dirigida por el
promotor mut2GLUT1 pasaba del 30% al 100% cuando el factor de transcripcion Spl
estaba sobreepresado. De estos resultados se deduce que el efecto de la WP631 es mas
potente sobre la transcripcion del promotor mut2GLUT1, que contiene la secuencia
CGTACG, lugar de union de alta afinidad de la Bisantraciclina (Chaires et al., 1997)

cuando su activacidon es maxima.

La sobreexpresion del factor de transcripcion Sp3 indujo la reducciéon de la
actividad CAT relativa dirigida por el promotor wtGLUT1 por debajo de los niveles
“basales”, determinados por los factores Spl y Sp3 endogenos (Figura R28, barras wt
vs. e). Estos resultados indican que, cuando se sobreexpresa Sp3, se establece una
competencia por el lugar de union en el promotor wtGLUT1, que resulta en la represion
de la actividad CAT relativa. Por otro lado, resultd sorprendente que la actividad CAT
dirigida por el promotor mut2GLUT1, que carece de lugares de unioén funcionales para
Sp3 (Fandos et al., 1999), fuera inferior a la actividad “basal” (barras mt vs. g). Para
explicar este comportamiento, cabe postular que la sobrexpresion de Sp3 podria inhibir
la transcripcion del promotor mut2GLUT1 por mecanismos independientes a su unioén
al DNA. Por ejemplo, la presencia de proteina Sp3 “extra” podria secuestrar al factor
Sp1 endoégeno (fendmeno de squelching), reduciendo la concentracion de Spl capaz de

unirse al promotor.

Como era de esperar, que la sobreexpresion de Sp3 en la presencia de 60 nM
WP631 reprimid completamente la actividad de los promotores wtGLUTI1 vy
mut2GLUT1 (Figura R28, barras e y g vs. barras f'y h). Estos resultados confirman que,
aunque la sobrexpresion de Sp3 condujera a un “estado reprimido” (valores CAT
inferiores a los valores “basales”), los promotores continuaban manteniendo la
capacidad de responder a la presencia de WP631, resultando en un estado de mayor

represion.

La cotransfeccion de los vectores de expresion de Spl y Sp3 provoco la
reduccion de la actividad CAT dirigida por el promotor wtGLUT]1 (barra 1) respecto a la
actividad basal (barra wt) e inducida por la sobreexpresion de Spl (barra a). Estos
resultados sugieren que la sobreexpresion de Spl y Sp3 provoca un estado parcialmente
reprimido de la actividad transcripcional del promotor wtGLUT1 debido a que el factor

Sp3 compite con Spl por el lugar de unién en el DNA (barra e vs. barra 1). En este caso
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la WP631 no inhibi¢ eficientemente la transcripcion dirigida por wtGLUT1 (barra 1 vs.
j). Por otro lado, como el promotor mut2GLUT1 presenta una mutacién que impide la
unidn del factor Sp3 (Fandos et al., 1999), cabia esperar que los resultados derivados de
sobreexpresar Spl y Sp3, o Unicamente Spl, fueran equivalentes, tanto en presencia
como en ausencia de WP631. Los resultados presentados en la Figura R28 (barras k y 1)
confirmaron nuestra hipdtesis. La comparacion de las barras ¢ y k corrobora que no
hubo diferencias significativas en la actividad CAT relativa dirigida por el promotor
mut2GLUT1, confirmando que en este promotor la secuencia de unidn para Sp3 esta
cancelada. De la misma manera, si se comparan las barras d y 1, se puede observar que,

la inhibicién de la transcripcion dirigida por el promotor mut2GLUT]1 fue equivalente.

wt mut2 Sp1 Sp3 WPEI1

+ - - %
+ - - -
- L - -
- + - -
+ - 5 -
+ - + »
- + + -
e + + =
+ - - +
+ - = +
- + - +
-+ - +
+ - + +
+ - + +
- + + +
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0 50 100 150 200 250 300 350 400
Actividad CAT relativa

Figura R28. Inhibicion de la transcripcion dependiente de Sp1/Sp3 por la WP631. Se muestran los
efectos de los factores de transcripcion Spl y Sp3, y de la WP631 sobre la actividad transcripcional bajo
control de los promotores wtGLUT1 y mut2GLUT2, transfectados en células Jurkat T. Se determind la
actividad del gen reporter CAT, clonado detrds de los promotores wtGLUT1 y mut2GLUT2, y se
normaliz6 la eficiencia de las transfecciones, utilizando un segundo gen reporter, la 3-galactosidasa. La
actividad transcripcional, obtenida en cada caso, se expresa como actividad CAT relativa (CAT/B-
galactosidasa). Se representan los valores promedio y las desviaciones estdndar de 3-4 experimentos
independientes. Se indican las diferencias en la actividad CAT relativa que fueron estadisticamente
significativas en presencia de la WP631 (** test t-Student, p < 0.05).
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4.13.4. La eficiencia de la WP631 desplazando al factor de transcripcion Sp1 de los
promotores wtGLUt y mut2GLUT1 es diferente

La Figura R29 muestra los resultados de los andlisis de retardamiento en gel (Band-
Shift) de la unién de la proteina Spl recombinante a fragmentos de 62 pb obtenidos a
partir de los promotores wtGLUT1 o mut2 GLUT1, que contienen la region de union de
Spl y WP631. Un primer andlisis demostrd que, aunque la cancelacion del lugar de
unién para Sp3 en el promotor mut2 no eliminaba la secuencia de unién para Spl, la
union del factor de transcripcion a la secuencia silvestre era unas cinco-seis veces mas
fuerte (Figura R29). Este resultado indica que Spl es capaz de interaccionar y unirse al
promotor mut2 pero con menor afinidad que para la secuencia silvestre del promotor
wtGLUTI1. Este resultado estd de acuerdo con estudios sobre la unién de Spl a cada

promotor (Fandos et al., 1999),

El efecto de la WP631 sobre el promotor mut2, que contiene la secuencia
CGTACG, de alta afinidad para la Bisantraciclina, es mayor al que se observa para el
promotor salvaje (Figuras R29A, R29B y R29C). La dosis 600 nM WP631 inhibi6 un
39% la formacién del complejo Spl-wtGLUT1, mientras que la misma concentracion
de farmaco inhibid casi totalmente la formacién del complejo equivalente para el
promotor mut2 GLUT1 (Figura R29A). Las figuras R29B y R29B muestran diferentes
ejemplos de analisis de retardamiento en gel donde se analiza, en mayor detalle, la
capacidad de la WP631 de inhibir la union de Sp1 a las regiones promotoras de GLUT1
salvaje y mut2. Se puede observar como se requieren menores concentraciones de
WP631 para inhibir la formacién de complejos Sp1-mut2GLUT1. La dosis de WP631
que inhibe el 50% de la formacidon de complejos Sp1-wtGLUT1 es superior a 600nM,
mientras que dosis menores, aproximadamente 297 nM, ejercen el mismo efecto sobre
el promotor mutado mut2GLUTI1. Estos resultados estdn en consonancia con las
diferencias en la capacidad de la WP631 para inhibir la transcripcién de cada uno de los

dos promotores (apartados 4.13.2 y 4.13.3)

RIV. ANALISIS DE LAS FRECUENCIAS DE DIANAS POTENCIALES PARA
LA WP631 EN DIFERENTES PROMOTORES HUMANOS

Se llevd acabo un estudio tedrico con la finalidad de comparar las frecuencias

observadas de las dianas potenciales de las Antraciclinas monoméricas y la WP631, con
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las frecuencias esperadas en caso de distribucion de los nucleotidos al azar. El analisis
se realizo sobre 26 promotores, correspondientes a diferentes genes involucrados en el

control del ciclo celular.

4.14. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE SECUENCIAS RICAS EN
CITOSINA- GUANINA EN PROMOTORES HUMANOS

La Tabla R8 muestra la composicidn de las regiones promotoras analizadas, asi como de
una secuencia de 1000 pb generada al azar, y el DNA satélite rico en A+T del
coleoptero Pimelia sparsa sparsa (Barcelo et al., 1997). El estudio tedrico mostrd que la
riqueza de los diferentes tramos ricos en C+G y del nimero total de pasos CpG a lo

largo de los diferentes promotores es heterogénea.
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Figura R29. Efecto de la WP631 sobre la unién del factor de transcripcion Spl a los promotores
wtGLUT1 y mut2GLUT1. Se obtuvo el fragmento de 62 pb que contiene la secuencia de unién de Spl y
la Bisantraciclina, mediante doble digestiéon con Hindll y Avall y se realizaron diferentes ensayos de
retardamiento en gel. (A) Ensayo de retardamiento en gel donde se confirma que la unién del factor Spl
al promotor wtGLUT1 es mas potente, y que WP631 es mas eficaz inhibiendo la formacion de complejos
Spl-mut2GLT1. (B, C) Ensayos de retardamiento en gel que demuestran que la concentracion de WP631
necesaria para inhibir la formacion de complejos Spl-DNA es menor en el caso del promotor
mut2GLUT1, que contiene la secuencia CGATCG, de alta afinidad para la Bisantraciclina. Se indican los
porcentajes de inhibicion de la formacion de complejos Spl-DNA en presencia de diferentes
concentraciones de WP631 (valores promedio obtenidos a partir de 2 experimentos independientes).
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En la mayoria de los promotores, las frecuencias observadas para el dinucleétido
CG (CpG) (lugar de unién de la Daunorubicina y la Doxorubicina) y la secuencia
5’CGNNCG’3 (lugar de union de la WP631) se alejan mucho de las frecuencias que se
esperarian asumiendo una distribucion al azar de los nucleétidos (Figura R30). Esta
desviacion predomina en promotores correspondientes a genes implicados en la
regulacion del ciclo celular (Paneles C y D), en vias de transduccion de la sefial
mitogénica (Paneles E y F) y, en algunos genes supresores de tumores o reguladores de
la apoptosis (Paneles G y H). En la mayoria de estos promotores, el total de pasos CpG
y tramos 5’CGNNCG’3 reales (observados) se encuentra infrarrepresentado respecto a
los valores esperados. Por el contrario, la distribuciéon de los tramos CpG en los
promotores de diferentes oncogenes (Panel A) es proxima a la esperada en caso de azar.
Lo mismo ocurre cuando se analiza la composicidon en cuanto a tramos 5’CGNNCG’3
(Panel B), salvo para los promotores de erbb3 y jun donde, sorprendentemente, el
hexanucleotido se encuentra representado muchas mas veces de lo que se esperaria si

hubiera distribucién al azar.

De los resultados mostrados en la Figura R30 se desprende que la distribucion de
las diferentes secuencias a lo largo de los promotores no es al azar. Por otro lado, a
medida que aumenta la longitud del tramo analizado (CGNNCG frente a CpG), la
frecuencia con la que se encuentra esta secuencia todavia se aleja mas de los valores
esperados.

Estas diferencias se hacen mas evidentes cuando se definen los nucledtidos
centrales del tramo 5’CGNNCG’3. Se observo que las secuencias 5’CGCCCG’3 y
5’CGGGCG’3 aparecen una o dos veces en la mayoria de promotores, mientras que en
otros muchos casos ni se observan (Tabla R8). Un claro ejemplo es el promotor jun que,
a pesar de contar con un total de 11 tramos 5’CGNNCG’3, s6lo presenta 2 secuencias
5’CGGGCG’3. Algo parecido ocurre con el promotor erb-b3, en el cual no se observa
ningun tramo 5°’CGGGCG’3 aunque presenta 8 tramos 5’CGNNCG’3.

En ninguno de los promotores analizados se ha encontrado el hexanucleétido
5’CGA/TT/ACG’3, secuencia donde preferentemente se bisintercala la Bisantraciclina
WP631 (Hu et al., 1997). Cuando se analizo la frecuencia con la que aparece otra de las
secuencias de union de la WP631, el hexanucleotido 5’GCCGCG’3 (Tabla RS8), se

observd que ésta es mucho menor que las observadas para los tramos SCGCCCG'3 o
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5’CGGGCG’3, siendo nula en 22 de las 26 secuencias estudiadas. De los 11 tramos

5’CGNNCG’3 del promotor de jun, sélo uno corresponde a la secuencia CGCGCG.

Tabla R8. Composicién, frecuencias observadas de diferentes tramos ricos en CpG y presencia de
lugares de unién potenciales del factor activador de la transcripcion Spl en los 26 promotores humanos
analizados y dos controles externos de robustez estadistica.

PROMOTOR pb % CpG CGNNCG CGCCCG CGGGCG CGCGCG CGGGGCG - Sitios

CIG sp1 @

c-myc P1 501 589 31 2 0 0 2 0 +
c-myc P2 501 59.1 31 3 0 0 1 0 +
abl-1 968 51.0 42 6 0 0 4 0 +
BRCA2 968 55.0 44 1 0 0 0 0 +
erb-b3 968 635 57 8 1 0 1 1 +
Jun 968 644 71 11 2 2 1 0 +
p53 501 419 9 0 0 0 0 0 -
Rbl 968 54.0 56 5 0 2 0 0 -
bel-2 P2 501 395 13 0 0 0 0 0 -
Bax 968 558 52 4 1 1 1 1 -
Bik 968 61.6 65 9 3 2 0 2

bel-x 968 575 44 5 0 2 0 0 +
CPP32 839 479 11 0 0 0 0 0 -
ciclina D1 501 659 37 3 2 0 0 1 +
ciclina G1 968 451 29 0 0 0 0 0 -
ciclina A 1180 46.0 59 4 0 1 0 0 +
CDK10 968 632 31 0 0 0 0 0 -
Cdc25A 968 553 36 1 1 0 0 1 +
CDKN3 968 418 7 0 0 0 0 0

MAPK4 968 479 14 0 0 0 0 0 -
MAPKS8 968 339 6 0 0 0 0 0 -
JAK1 968  42.1 9 0 0 0 0 0 +
TCGF 501 339 1 0 0 0 0 0 -
GM-CSF 501 540 9 1 0 1 0 0 +
DHFR 501 739 54 9 2 3 0 2 +
GAPDH 1149 65.1 61 4 1 1 0 0 +
P. sparsa s. 365 33.1 11 4 0 0 0 0 -
Secuencia azar 1000 50.8 58 0 0 1 0 0 -

@ Se utilizé el programa de prediccion TESS (Transcription Element Search Software), accesible en la
pagina http://www.cbil.upenn.edu/tess, para la deteccion de sitios potenciales de union del factor de
transcripcion Spl en las regiones promotoras analizadas.
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Al analizar la presencia de un tramo rico en CpG mas largo, por ejemplo la
secuencia de 7pb 5’CGGGGCG’3, la frecuencia con la que aparece en los promotores
también es menor a la esperada (Tabla R8)é Los promotores correspondientes a los
genes bik y DHFR presentan dos veces esta secuencia, mientras que ésta se encuentra
una unica vez en los promotores erb-b3, bax, ciclina D1 'y cdc25A4 (Tabla RS).

Los resultados obtenidos demuestran que, en general, las dianas potenciales de
unioén para las Antraciclinas (tramos ricos en CpG) estan infrarrepresentadas en la
mayoria de los promotores humanos analizados. Cuanta mayor longitud tienen estas
secuencias, menor es la probabilidad de encontrarlas en los promotores. Las dianas
potenciales de unién para la WP631 (CGNNCG y CGNNNCG) se encuentran menos
veces representadas que las dianas de unién para la Daunorubicina y la Doxorubicina
(CpQ).

Dado que el factor de transcripcién Spl reconoce determinadas secuencias del
DNA ricas en C+G, la Bisantraciclina WP631 actia principalmente inhibiendo la
transcripcion dependiente Spl (Resultados y (Martin et al., 1999)). Por este motivo, los
efectos de la WP631 sélo tendrian lugar cuando sus dianas potenciales coincidieran con
la presencia de un lugar de unidn para el factor Spl, o bien fueran adyacentes. De los
26 promotores analizados, 16 presentan sitios potenciales para Spl como abl-1, BRCA2,
erb-b3, cdc25A4 y jun (Tabla R8). En la Figura R31 se indica, a modo de ejemplo, la
presencia y localizacidn de los diferentes tramos ricos en CpG y de los lugares de union
potenciales del factor Sp1 en los promotores de los genes BRCA2, ciclina DIy jun. Por
otra parte, la presencia de regiones heterocromaticas (regiones génicas inactivas) hace
que la frecuencia de las dianas, sobre las que la WP631 podria ejercer un efecto sobre la
transcripcion, sea mucho menor que la que cabe esperar en el caso de que los
nucledtidos estuvieran distribuidos al azar. Esto implica el aumento de la especificidad

relativa de la WP631, comparada con otros firmacos que se unen al DNA.

Figura R30. Representacion grafica de la presencia de pasos CpG (paneles A, C, E y G) y tramos
CGNNCG (paneles B, D, F y H) en las regiones promotoras analizadas. En verde: frecuencias
observadas, en rojo: frecuencias esperadas, calculadas tal como se indica en Materiales y Métodos. A y B:
promotores de oncogenes y GAPDH, mas la secuencia de DNA obtenida al azar. C y D: promotores de
genes implicados en el control del ciclo celular. E y F: promotores correspondientes a genes implicados
en transduccion de sefial, mas el DNA satélite de Pimelia sparsa sparsa (rico en A+T). G y H:
promotores de genes supresores de tumores y de genes implicados en apoptosis.
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A.

-80 | =70 | -60 | -50 | -40 | =30 | -20 | -10 |
-934 CGAA TCCTAAGAAT GCAAAAGATG GGCTGGGTGT GGTGGCTCAT GCCTGTAATC
-880 CCAGCGCTTT GGGAGGCCGA GGCAGGCAGA TCACCTGAGG TCGGGAGGTT GAGACCAGAC TGACCAACAA CGGAGAAACC
-800 CCGTCTCTAC TTAAAAATGC AAAGTTAGCC GTGCGTGGTG GCCCATGCCT GTATTCCCAG CTACTCGGGA GGCTGAGGCA
-720 GGAGAACCAC TTGATCCCTG GAGGCGGAAG TTGCGGTGAG CGGAGATTGC GCCATTGCAC ACCAGCCCGG GCCACAAGAG
-640 CGAAACTCCG TCTCAAAAAA AAAAGCAAAA GATACTACCA AGCCCTGCGG AGCAAGGTAC CTCACACTTC ATGAGCGAGT
-560 TAAGATGGGT TTCACAATTT TTCAAGCAAG GAAACGGGCT CGGAGGTCTT GAACACCTGC TACCCAATAG CAGAACAGCT
-480 ACTGGAACTA AAATCCTCTG ATTTCAAATA ACAGCCCCGC CCACTACCAC TAAGTGAAGT CATCCACAAC CACACACCGA
-400 CCACTCTAAG CTTTTGTAAG ATCGGCTCGC TTTGGGGAAC AGGTCTTGAG AGAACATCCC TTTTAAGGTC AGAACAAAGG
-320 TATTTCATAG GTCCCAGGTC GTGTCCCGAG GGCGCCCACC CAAACATGAG CTGGAGCAAA AAGAAAGGGA TGGGGGACTT
-240 GGAGTAGGCA TAGGGGCGGC CCCTCCAAGC AGGGTGGCCT GGGACTCTTA AGGGTCAGCG AGAAGAGAAC ACACACTCCA
-160 GCTCCCGCTT TATTCGGTCA GATACTGACG GTTGGGATGC CTGACAAGGA ATTTCCTTTC GCCACACTGA GAAATACCCG

-80 CAGCGGCCCA CCCAGGCCTG ACTTCCGGGT GGTGCGTGTG CTGCGTGTCG CGTCACGGCG TCACGTGGCC AGCGCGGGCT
1 TGTGGCGCGA GCTTCTGAAA CTAGGCGGCA GAGG
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B.
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-499 CCCGTGGGT GCCCTCGTGG
-480 CGTTCTTGGA AATGCGCCCA TTCTGCCGGC TTGGATATGG GGTGTCGCCG CGCCCCAGTC ACCCCTTCTC GTGGTCTCCC
-400 CAGGCTGCGT GCTGTGCCGG CCTTCCTAGT TGTCCCCTAC TGCAGAGCCA CCTCCACCTC ACCCCCTAAA TCCCGGGGGA
-320 CCCACTCGAG GCGGACGGGG CCCCCTGCAC CCCTCTTCCC TGGCGGGGAG AAAGGCTGCA GCGGGGCGAT TTGCATTTCT
-240 ATGAAAACCG GACTACAGGG GCAACTCCGC CGCAGGGCAG GCGCGGCGCC TCAGGGATGG CTTTTGGGCT CTGCCCCTCG
-160 CTGCTCCCGG CGTTTGGCGC CCGCGCCCCC TCCCCCTGCG CCCGCCCCCG CCCCCCTCCC GCTCCCATTC TCTGCCGGGC
-80 TTTGATCTTT GCTTAACAAC AGTAACGTCA CACGGACTAC AGGGGAGTTT TGTTGAAGTT GCAAAGTCCT GGAGCCTCCA
1 GA
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C.
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-934 CAAT TGCGCCCACT ATAAAAACTG CCCCTCCGAG GCAAAGCTGT GAACCCCCGC
-880 GCCCTTTCCC CCACGGTCCC GGAGGATGAA GTGGGGTGCA ACGGAGACTC AGCTGAGCGT CCAGTTTCGG GCAATACAAA
-800 TCTCTCGGCT TCTACGAGCA GCCAGACGAC CCCGCGGACC GTCGCTCCTG AACTTGACCG AGATGCAAAC TTCGGAGTGT
-720 TCTCAACGTG GGGGGCCGAC TCTCGGGAGA CCGCCCCTAA ACTTAAGTCC CCTTAGGCTC GCCCCCACCT GGGACTTCAC
-640 AGAGCCACCT TAAGGGCGGT ATTCCCGCCC CCCCGGAAGT GCGGGGGGGT GGCAGCGTAC TTGGATTCTC AGCCTCCAGC
-560 CCCGCGCGGT GGCGGCCGCC GGTGGATGAC TTCGGGCCCC ACAAGTGGGG AAACAACAAC CACCCCTCGC CCGCACCCCT
-480 GGCCCAAAAC AACTGGCCAG GTTCCCTGGC CTCCCGGGTC CCTGCATCCC CCGCATCCCC GTCCGCAGCC GTGAACTTGA
-400 GCCCCCCTCC ATCAGAGGTT GCGAGCGTCC GCCCGCTCGC GGCAGCCACC GTCACTAGAC AGTCAAACCC CAAGACGTCA
-320 GCCCACAATG CACCGGGCGG GCCGGGAAAA ACGGCCCGGG GAGGGGACCG GGGAAGAGAG GGCCGAGAGG CGTGCGGCAG
-240 GGGGGAGGGT AGGAGAAAGA AGGGCCCGAC TGTAGGAGGG CAGCGGAGCA TTACCTCATC CCGTGAGCCT CCGCGGGCCC
-160 AGAGAAGAAT CTTCTAGGGT GGAGTCTCCA TGGTGACGGG CGGGCCCGCC CCCCTGAGAG CGACGCGAGC CAATGGGAAG
-80 GCCTTGGGGT GACATCATGG GCTATTTTTA GGGGTTGACT GGTAGCAGAT AAGTGTTGAG CTCGGGCTGG ATAAGGGCTC
1 AGAGTTGCAC TGAGTGTGGC TGAAGCAGCG AGGC
| 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80

Figura R31. Ejemplo de la presencia de tramos ricos en CG, incluyendo sitios de union potenciales
del factor Spl, de tres de los promotores humanos analizados. (A): promotor de BRCA2, (B): promotor
de la ciclina D1, (C): promotor de jun. Los sitios de unioén potenciales de Spl estan indicados en azul.
Los tramos CGNNCG aparecen en rojo. Las secuencias CGCCCG, CGGGCG y CGCGCG estan
subrayadas en rojo. El heptanucle6tido CGGGGCG se indica mediante subrayado doble. Los nucledtidos
que se solapan entre los diferentes tramos estan marcados en verde.
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