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Introduccio

Programes de mort cellular

L’equilibri entre la divisi6 cellular i la mort cellular és de vital importancia per al
desenvolupament i manteniment d’organismes multicellulars. Desordres en qualsevol
d’aquests dos processos tenen consequéncies que poden conduir a la pertorbacié de
I’embriogénesi, a malalties neurodegeneratives, o al desenvolupament del cancer. Per aquest
motiu, I'equilibri entre la vida i la mort esta altament controlat, i els elements erronis poden ser
efectivament eliminats per un procés anomenat programa de mort cellular (PCD). En les
darreres décades la PCD ha estat sinonim d’apoptosi (PCD 1), un programa de mort cellular
controlat i inherent a les céllules a través del qual aquestes s’autoeliminen. La seva parella
equivalent, la necrosi, és una forma més caotica de mort cellular resultat de circumstancies
externes a la céllula. Recentment pero, ha esdevingut evident que la classica dicotomia entre el
procés genéticament regulat apoptosi, vers el procés no regulat necrosi, ha quedat obsolet
(Duprez et al., 2009). La PCD és un procés molt més dinamic del que es pensava, en el qual, en
funcié d’un context particular (ex. estimuls de mort, tipus cellular o de teixit, condicions de
I’entorn), la céllula pot decidir quin mecanisme utilitzar per a morir, havent-se descrit diversos
processos alternatius de PCD (Bras et al., 2005; Broker et al., 2005; Duprez et al., 2009). Les
diferents vies de PCD operen en parallel o seqlencialment, amb mdiltiples punts
d’interconnexid entre elles, i totes tenen en comu que s6n executades per processos cellulars
actius, que poden ser interceptats mitjancant la interferéncia de la senyalitzacié intracellular.

Caracteristica que els diferencia de la necrosi, una mort descrita com a accidental.

A continuacié revisarem els dos tipus principals de mort cellular, I'apoptosi (PCD I) i 'autofagia
(PCD 1I).
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Apoptosi

L’apoptosi és un procés fisiologic de mort cellular, essencial pel desenvolupament embrionari i
I’'hnomeostasi tissular dels organismes pluricellulars (Kerr et al., 1972). A través d’aquest procés
s’eliminen de manera controlada les céllules lesionades, velles, ectopiques, i potencialment
perilloses. Aquest via de mort programada esta conservada evolutivament i respon tant a
estimuls fisioldgics com patologics (Danial and Korsmeyer, 2004). En condicions d’homeostasi
en un organisme adult, cada duplicacié cellular ha de ser compensada per I'eliminacié d’una
altra céllula. En el cos huma aquest procés es dona milions de vegades per segon, i esta
ampliament regulat per senyals tant positives com negatives. Perd a vegades es desregula,
donant lloc a I'aparicié de patologies (Figura 1). L’excés d’apoptosi pot donar lloc a malalties
neurodegeneratives, immunodeficiéncies i infertilitat, mentre que la resisténcia o la disminucié
de I'apoptosi pot donar lloc a malalties autoimmunes o a l'aparicié de cancer (Danial and
Korsmeyer, 2004).

céllules vives = cél-lules mortes cel-lules vives < cél-lules mortes cél'lules vives > cél-lules mortes
HOMEOSTASI NEURODEGENERACIO CANCER
IMMUNODEFICIENCIA AUTOIMMUNITAT
INFERTILITAT

Figura 1. L’apoptosi manté I’'hnomedstasi en els teixits equilibrant la proliferacié i la mort de
les céllules. La desregulacié en I'apoptosi provoca un desequilibri, el que resulta en
patologies per pérdua prematura de céllules o excés de supervivéncia cellular. Adaptat de
Walensky (2006).

Si bé I'alteracid de I'apoptosi no és I'linic element necessari pel desenvolupament d’un tumor,
la resisténcia a la seva induccié és una caracteristica com( en tots els cancers (Figura 2)
(Hanahan and Weinberg, 2000; Spurgers et al., 2006). A més, la majoria dels quimioterapéutics
actuals utilitzen els mecanismes d’induccié d’'apoptosi per la seva accié antitumoral
(Blagosklonny, 2005).
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Evasi6 de
I'apoptosi

Invasio tumoral

Angiogénesi
e i metastasi

sostinguda

Figura 2. Capacitats adquirides en cancer. Hanahan i Weinberg van descriure les sis
caracteristiques distintives que s’acumulen durant el procés tumoral. Els mecanismes i
I'ordre cronoldgic d’aparicié d’aquestes caracteristiques poden variar segons el tipus o
subtipus de cancer. A més, en alguns casos una lesié genética en particular pot conferir
varies capacitats simultaniament, reduint el nimero de passos necessaris per completar
la generaci6 del tumor. L’adquisicié de resisténcia a I'apoptosi és un esdeveniment comdu
en la tumorgeénesi. Modificat de Hanahan i Weinberg (2000).

Durant el procés apoptotic, la morfologia cellular s’altera (Figura 3). En el nucli, la cromatina es
condensa, els nucléols es desintegren i es redueix la mida del nucli. També es redueix el volum
total de la céllula, que es torna més densa. Els organuls es condensen i el reticle
endoplasmatic es dilata, perd els mitocondris es mantenen morfologicament intactes. En les
etapes finals del procés, el nucli i el citoplasma es fragmenten i s’encapsulen en vesicules
envoltades de membrana, formant els cossos apoptotics. En el procés d’apoptosi, a diferéncia
de la necrosi, la membrana plasmatica es manté integra durant tot el procés, evitant el
vessament del material citoplasmatic al espai intercellular. Aixi s’assegura un procés de mort
cellular sense inflamacié. L'apoptosi finalitza amb el reconeixement i fagocitosi dels cossos

apoptotics pels macrofags (Rodenburg et al., 2000).

De manera parallela a aquests canvis morfologics, la céllula apoptotica experimenta una série
de canvis bioquimics. Es produeix una pérdua de potencial de membrana mitocondrial i es perd

I'asimetria de la membrana plasmatica. La fosfatidilserina, un fosfolipid que en condicions
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normals es troba exclusivament a la cara interna de la bicapa lipidica, sofreix I'anomenat “Flip-
flop”, quedant exposat també en la cara externa. Aquest és un esdeveniment primerenc (Fadok
et al.,, 1992) i forma part de les senyals que permeten als macrofags reconéixer i fagocitar les
cellules apoptotiques in vivo (Fadok et al., 2000; Savill and Fadok, 2000). A més, s’activen
endonucleases que tallen 'ADN genomic pels espais nucleosomals generant fragments d’ADN
mdltiples de 180 parells de bases (Danial and Korsmeyer, 2004; Nagata, 2000; Wyllie et al.,
1980). Aquests canvis bioquimics s’utilitzen com marcadors de les diferents etapes de

I"apoptosi.

€OSS0S
apoptétics

APOPTOSI

NECROSI

Figura 3. Diferéncies morfologiques entre céllules apoptotiques i necrétiques. L'apoptosi
és un procés de mort cellular regulat per evitar que el contingut intracellular es vessi a
I’exterior, evitant la inflamacié. En les imatges de microscopia electronica s’observa, a dalt,
la integritat de la membrana citoplasmatica i I'aparicié de cossos apoptotics en el procés
d’apoptosi, i a baix I'aparicié de lesions i la ruptura de la membrana citoplasmatica durant
la necrosi (Modificat de www.cyto.purdue.edu).

L’apoptosi es troba bloquejada en les célules viables. Quan reben senyals inductores
d’apoptosi, tant fisiologiques (falta de factors de creixement o atacs immunologics per
interaccid lligand-receptor) com externes (drogues quimioterapéutiques, estrés osmotic,
quimic o térmic, i radiacions ionitzants o no ionitzants), les céllules inicien la maquinaria

d’apoptosi.
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En el procés apoptotic poden distingir-se tres fases:

1. Fase iniciadora. Els factors inductors d’apoptosi entren en contacte amb la célula i
desencadenen una série de respostes intracellulars, diferents per cada estimul, que
transmeten la senyal a la maquinaria apoptotica. S’han definit tres mecanismes d’iniciacié
d’apoptosi: (i) per receptors de mort, (ii) per dany cellular (com estrés o irradiacio) i (iii) per

accio de les céllules T citotoxiques.

2. Fase executora. Un cop integrada la resposta als estimuls, la céllula pren la decisié de
morir. En aquest punt, a partir del que el procés és irreversible, s’activen en forma de
cascada les proteines efectores de I'apoptosi, les caspases, que soOn proteases
encarregades de la destruccio cellular. Aquest és el punt de convergéncia de gairebé totes

les senyals inductores d’apoptosi.

3. Fase de destruccid. L'activacioé de la maquinaria efectora de mort fa que la céllula perdi

la seva integritat i presenti els canvis bioquimics i morfologics tipics de I'apoptosi.

Descobriment de I'apoptosi en C.elegans

Inicialment, els estudis en apoptosi es van realitzar en el nematode Caenorhabditis elegans
(Brenner, 1974), on es va descriure com 131 de les seves 1090 cellules morien de manera
programada durant el seu desenvolupament (Sulston, 1976). Posteriorment, es van
descobrir proteines CED-3 i CED-4 (cell death abnormality), responsables del procés
apoptdtic, CED-9 que les antagonitza (Shaham, 1996), i EGL-1, que actua dissociant CED-
9 de CED-4, possibilitant I'activacié de CED-3, i per tant, la induccié d’apoptosi.

Els estudis realitzats en aquest model han permés definir les caracteristiques de I'apoptosi i
demostrar que aquest procés depén de la interaccié directa entre proteines reguladors i
proteines efectores. El primer homoleg de les proteines CED trobat en animals vertebrats va ser
BCL-2 (B cell leukemia/lymphoma-2) (Hengartner and Horvitz, 1994), una proteina que havia
estat descrita préviament (Tsujimoto et al.,, 1984), que és estructuralment i funcionalment
similar a CED-9, i per tant, un regulador negatiu del procés apoptotic. Actualment, cadascun
dels gens ced i egl de C.elegans tenen com a minim un homoleg funcional en mamifers.
L’homoleg de CED-3 s6n les caspases, n’hi ha 14 membres; el de CED-4 és Apaf-1; el de CED-9
son els membres de la familia de BCL-2; i el de EGL-1 s6n els membres BH3-only de la familia
de BCL-2.
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Maquinaria executora del procés apoptotic: caspases i IAPs

La maquinaria executora de l'apoptosi esta constituida per una familia de proteases
d’aspartat i cisteina. Aquests enzims proteolitzen proteines vitals per la célula, aixi com
proteines que contribuiran a la destruccid cellular produint els canvis morfologics i
bioquimics caracteristics de I'apoptosi (Thornberry and Lazebnik, 1998). Es coneixen més
de 400 substrats de les caspases, que inclouen proteines del citoesquelet, quinases,
enzims de reparacié de I'ADN i proteines involucrades en el tall de 'ARNm (Meier and
Vousden, 2007).

Les caspases son sintetitzades en forma de zimogens o proenzims i s’activen en resposta a
senyals apoptotics. Es poden classificar en tres grups, segons la seva funcionalitat (Fuentes-
Prior and Salvesen, 2004). Aixi, trobem les caspases iniciadores (caspases 2, 8, 9 i 10), que
sén les primeres en activar-se al rebre I'estimul apoptotic i s’activen per dimeritzacié de les
formes zimogenes mitjancant I'ajut de proteines adaptadores; i les caspases executores
(caspases 3, 6 i 7), que per ser actives han de ser clivellades per una de les caspases

iniciadores. Finalment hi ha les caspases inflamatories, no relacionades amb 'apoptosi.

Degut a la irreversibilitat de la mort un cop s’han activat les caspases, la seva activitat esta
subjecta a una complexa regulacié. Les proteines inhibidores fisiologiques de les caspases
sén les IAPs (inhibitor of apoptosis proteins). Els principals membres d’aquesta familia sén
XIAP, hlAP1, hIAP2 i Survivina. Actualment, es considera que només XIAP és realment un
inhibidor especific de les caspases 3, 7 i 9 (Eckelman and Salvesen, 2006), mentre que
hlAP1 i hlAP2 s’unirien a Smac/DIABLO (Verhagen et al., 2000) i Omi/HtrA2 (Suzuki et al.,
2001b) dues proteines que s’alliberen del mitocondri. Aixi, la funcié de hlIAP1 i hIAP2 seria
unir-se a aquestes molécules per evitar que aquestes s’unissin a XIAP i activessin les

caspases (Eckelman and Salvesen, 2006).

Vies d’apoptosi

En mamifers s’han descrit diferents vies de senyalitzacié que porten a l'activacié de
caspases iniciadores diferents, perd que convergeixen en les caspases efectores i que
actuen a diferents nivells per al final induir apoptosi. Les principals vies d’activacié de les

caspases son analitzades a continuacio.
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Via extrinseca o de receptors de mort

La via apoptotica de receptors de mort s’inicia per unié de lligands extracellulars a receptors de
la superficie cellular (Danial and Korsmeyer, 2004). Es tracta de lligands de la superfamilia del
Factor de Necrosi Tumoral (TNF) com TNFa, FasL/CDO5L,TWEAK i TRAIL, que s’uneixen a
receptors de mort (TNFR, Fas/CD95, DR3/Apo2 i DR4/5, respectivament) induint canvis
conformacionals que inicien la cascada de senyalitzacié. A través dels anomenats dominis de
mort (DD, death domain), aquests receptors recluten una série de proteines adaptadores no
enzimatiques com TRADD i FADD. Aquestes proteines adaptadores recluten la procaspasa 8 (en
humans també pot tractar-se de la procaspasa 10), per uni6é a dominis efectors de mort (DED), i
es forma un complex anomenat DISC (death-inducing signaling complex). L'alta concentracié de
procasapa 8 al DISC estimula I'activacié per autoproteolisi per proximitat, i aixi, la caspasa 8
actua sobre altres caspases i desencadena la senyal apoptotica (Fuentes-Prior and Salvesen,
2004) (Figura 4).

La via extrinseca esta regulada a diferents nivells de manera que les céllules puguin respondre
de manera més o menys contundent a la unié de lligands als receptors de mort. Aixi, I'expressid
de lligands i el seu transport a la membrana sén processos altament regulats. A més de la
regulacié per part de les proteines XIAP, aquest via de senyalitzacié apoptotica poden ser
inhibida per la familia de FLIP (de FLICE-inhibitory proteins) (Deveraux et al., 1998; Irmler et al.,
1997), que actua desplacant a la procaspasa 8 del DISC. c-FLIPL pot ser proteolitzada per
I'activitat residual de la procaspasa 8, pero al no tenir activitat caspasa no s’activa la cascada
proteolitica. Recentment s’han descrit nous papers per la proteolisi de c-FLIPL, com I'activacié
de NF-xB (Budd et al., 2006; Lamkanfi et al., 2007). A més, la caspasa 8 proteolitza a Bid, i la
forma proteolitzada tBid és capac d’induir la sortida de factors mitocondrials proapoptotics.
Amb aix0d es permet la sortida de Smac/DIABLO o de Omi/HtrA2 del mitocondri, que inhibeixen
a XIAP permetent I'activacié completa de la via. Aixi, la proteolisi de Bid a tBid enllaca aquesta

via extrinseca amb la via intrinseca o mitocondrial.

Via intrinseca o mitocondrial

La via intrinseca, en la que el mitocondri juga un paper essencial, esta regulada per proteines
de la familia de BCL-2, i es desencadena en resposta a una gran varietat d’estimuls interns o
externs, generalment independents de lligand, com radiacions, agents quimioterapéutics,
oxidants, activacid d’oncogens, virus i bactéries, falta d’unié6 a la matriu extracelular, o

deprivacié de citocines, neutrofines o factors de creixement (Danial and Korsmeyer, 2004).
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Figura 4. Representacié esquematica de la via extrinseca i intrinseca de I'apoptosi. En
'esquema de la via extrinseca (1) es mostra la composicié del DISC i I'activacié per
proximitat de caspasa-8. c-FLIPL actua com a inhibidor al desplacar la caspasa 8. En la via
intrinseca (2) la permeabilitzacié de la membrana mitocondrial externa permet la sortida
de citocrom ¢, que junt amb APF-1 forma I'apoptosoma, permeten I'activacio successiva de
les caspases iniciadores i efectores. Adaptat de Duprez et al. (2009).

De manera general, la via mitocondrial d’apoptosi s’activa en resposta a |'estrés cellular.
Aquests estimuls propapototics modifiquen diversos components cellulars que actuen com
sensors i que transmeten la senyal de mort al mitocondri (Figura 4). Un cop la senyal arriba
al mitocondri s’inicia la permeabilitzacid de la membrana mitocondrial externa o MOMP
(mitochondrial outer membrane permeabilization), provocant la sortida de diferents
proteines de I'espai mitocondrial intermembrands al citosol, com citocrom ¢, Smac/DIABLO,
Omi/HtrA2, endonucleasa G, AlF i les casapases 2, 3y 9 (Van Loo et al., 2002). El citocrom ¢

(Danial and Korsmeyer, 2004; Liu et al., 1996) és un component fonamental de la

10
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fosforilaci6 oxidativa i de la formacidé d’ATP al mitocondri. En el citosol, el citocrom ¢ s’uneix
als dominis autoinhibitoris de la proteina APAF-1, activant-la. En conseqliéncia, de manera
dependent d’ATP, APAF-1 oligomeritza junt a la procaspasa 9 formant un complex
heptaméric anomenat apoptosoma (Pop et al., 2006). L’apoptososma esta format per varies
molécules de citocrom ¢, APAF-1 i procaspasa 9, i indueix la reorganitzacié del centre actiu i
I'activacio de la caspasa 9 que activa les caspases efectores (Acehan et al., 2002). Les
cellules deficients en citocrom c, APAF-1 (Yoshida et al., 1998) o caspasa 9 (Kuida et al.,
1998) presenten defectes en I'apoptosi en resposta a senyals internes, demostrant la

importancia d’aquests elements en aquesta via.

Regulacio6 de la via mitocondrial d’apoptosi: la familia de BCL-2

El mitocondri és un organul intracellular vital, i entre les seves funcions s’inclouen la produccié
d’ATP, la regulaci6 de I'apoptosi i la regulacié i biosintesi de diversos metabdlits. També és el
principal productor d’espécies reactives d’oxigen (ROS) i la seva diana immediata. Les proteines
de la familia de BCL-2 regulen la formacié del MOMP, a través del que diverses proteines del
espai intermembrands, entre elles el citocrom c, surten del mitocondri per activar la maquinaria

apoptotica del citosol, les caspases.

Les proteines de la familia de BCL-2 constitueixen el principal punt de control de la via
intrinseca d’apoptosi (Walensky, 2006; Youle and Strasser, 2008). EIl membre fundador de la
familia va ser I'oncogen BCL-2, que es va identificar en la translocaci6 t(14; 18) del limfoma
folicular huma (Bakhshi et al., 1985; Tsujimoto et al., 1984). A diferéncia d’altres oncogens
identificats, es va identificar que BCL-2 era capac¢ de promoure la supervivéncia cellular més
que d’induir-ne la proliferacié (Vaux et al., 1988). Actualment sabem que la familia de BCL-2
esta formada per membres pro i antiapoptotics que comparteixen uns dominis d’homologia
anomenats BH (BCL-2 homology). Aquests dominis permeten la interaccié entre els diferents
membres per poder activar o inhibir 'apoptosi. Els membres proapototics poden subdividir-se

segons la seva estructura i funcié (Figura 5).

1. Membres antiapoptotics (BCL-2-like)

BCL-2 és el membre més representatiu d’aquest grup. Junt amb altres membres similars
estructuralment com BCL-X., BCL-W i BOO/DIVA/BCL-B, i membres més divergents com MCL-1 i
A1/BFL-1, protegeixen les céllules d’un ampli ventall d’agressions citotoxiques, com sén la
deprivaciéo de citoquines, la radiacié UV o vy, ROS o agents quimioterapéutics (Danial and

Korsmeyer, 2004). Tots ells contenen 3 0 4 dominis BH, excepte MCL-1, que en té només 2. Els
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dominis BH1, BH2 i BH3 formen una butxaca hidrofobica que permet la interaccié amb el

domini BH3 dels membres proapoptotics.

2. Membres proapoptotics multidomini (BAX-like)

Dins aquest grup trobem BAX, BAK, BOK/MTD, BCL-GL i BCL-Xs (variant de splicing del gen BCL-
X), que s6n molt similars en seqiiéncia i estructuralment a BCL-2, i conserven 2 o 3 dominis BH
(BH1, 2 i 3). Quan s’activen actuen pertorbant les membranes intracellulars, formant,
suposadament, porus en la membrana mitocondrial externa, que induirien el MOMP que

permetria la sortida dels factors mitocondrials (Danial and Korsmeyer, 2004).

3. Membres proapoptotics amb només el domini BH3 (BH3-only)

Aquest grup de membres proapoptotics té una seqliéncia més divergent als altres membres de
la familia de BCL-2, ja que només mantenen el domini BH3, que sembla indispensable per la
seva funcié proapoptotica. Dins d’aquest grup s’inclouen BAD, BCL-Gs (variant de splicing del
gen BCL-G), BID, BIM/BOD, BIK/NBK/BLK, BNIP3/NIX, NIP3, BMF, HRK/DP5, NOXA, PUMA i
MCL-1s (variant de splicing del gen MCL-1).

ANTIAPOPTOTICS

BH-4 BH-3 BH-1 BH-2
- M BCL-2
S — i — =TI BCL-X,
~ =T\ BCL-W [ BCL-2-like
—_— A1/BFL-1
— = M MCL-1
PROAPOPTOTICS
—_—— M BAX
— BAK
—_—TM BOK [ BAX-like
1M BCL-Xg
- —+ BCLG,_
- BAD
e e T [\ /| BIK
- BID
—m—TM HRK L
_— M BIM BH3'°"Iy
0 NOXA
- PUMA
—_— T — BMF

Figura 5. Representacié dels membres de la familia de BCL-2. Es mostren les 3 families:
en general, els membres de BCL-2-like promouen la supervivéncia cellular, mentre que els
membres BAX-like i els BH3-only promouen I'apoptosi. Es mostren els dominis BH i el TM,
que correspon al domini lipidic transmembrana. Modificat de Strasser (2005).
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4. Formes de splicing alternatiu.

S’han descrit varies formes de splicing alternatiu de moltes proteines de la familia. Per
exemple, proteines antiapoptotiques que el seu splicing tindria una funcié proapoptotica, com
el cas de MCL-1s, variant de MCL-1.. O al contrari, Bids, splicing alternatiu de BideL o Bidi, té un
paper antiapoptotic, ja que no disposa de domini BH3, i és proteolitzat per caspasa 8. Aixi,
podria actuar com competidor de I'activacié de Bide. i Bid.. De la proteina BIM s’han descrit 19

variants de splicing (Akgul et al., 2004).

La majoria de membres antiapoptotics (BCL-2-like) i proapoptotics (BAX-like) i alguns dels BH3-
only tenen un domini transmembrana (TM), important pel seu direccionament cap a les
diferents membranes cellulars. Estudis de localitzacié en céllules sanes colloquen a BCL-2 a
les membranes del mitocondri, de I'embolcall nuclear i del reticle endoplasmatic; a BCL-X. i
MCL-1 en el citosol (Hsu et al., 1997; Nijhawan et al., 2003) i a BCL-W principalment en el
mitocondri (Krajewski et al., 1993). Els membres BAX-like proapoptotics també difereixen en la
seva localitzaci6: BAK es troba associat a les membranes del mitocondri i del reticle
endoplasmatic, mentre que BAX es troba al citosol i transloca a membrana mitocondrial quan
s’activa (Hsu et al., 1997). Els membres BH3-only, degut a la seva capacitat d’interaccié amb

altres membres, es poden trobar localitzats alla on interaccionin.

Interaccions entre els membres de la familia de BCL-2

Les proteines de la familia de BCL-2 s’associen entre si a través dels seus dominis BH per
formar homo- i/o heterocomplexes que juguen diferents papers en el procés de MOMP i la
sortida del citocrom c. S’ha descrit que BAX i BAK son essencials per la formacié del MOMP i
I"apoptosi, tot i que es desconeix com BAX i BAK porten a terme la permeabilizacié de la
membrana mitocondrial externa (Antignani and Youle, 2006). Les proteines BH3-only tenen
una funcio anterior a la de BAX/BAK, ja que la seva expressio en el doble knock-out (DKO)
no restaura la resisténcia a la sortida de citocrom c, i la sobreexpressié de BCL-2 o BCL-X,
bloqueja el MOMP induit per I'expressio de les proteines BH3-only. Aixi, els membres de la
familia de BCL-2 so6n crucials per determinar la resposta mitocondrial a diversos estimuls
apoptotics (Chipuk et al., 2006; Garrido et al., 2006).

Existeixen diferents models per explicar el funcionament dels membres de la familia de
BCL-2, com interaccionen entre si i quina és la seva funcio en la regulacié de I'apoptosi.
Els membres BH3-only funcionen com sensors cel-lulars que inicien la cascada que

desencadenara I'apoptosi, integrant les diferents senyals de supervivencia o de dany
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intracel-lular. Existeixen dos models per l'activaci6 de BAX i BAK: el model d’activacio

directa i el model d’activacio indirecta, tots dos resumits a la figura 6.

En el model d’activacié indirecta, totes les proteines BH3-only inactiven les
antiapoptotiques BCL-2-like, tot i que la especificitat de les interaccions varia. Algunes
BH3-only, com BID, BIM i PUMA poden inhibir totes les proteines antiapoptotiques BCL-2-
like, i son les més potents, mentre que NOXA, BMF i BAD només s’uneixen a algunes
proteines BCL-2-like. En aquest model, la unié de les proteines BH3-only allibera i activa
BAX i BAK per tal que pugui induir la permeabilitzacié de la membrana mitocondrial. En el
model d’activacié directa, les proteines BH3-only es divideixen en dos grups: les
proteines BH3-only “activadores”, BID, BIM i PUMA activen directament BAX i BAK, i
s’inactiven a través de la interacci6 amb les proteines antiapoptotiques BCL-2-like. Les
proteines BH3-only “sensibilitzadores” funcionen desplagant les “activadores” d’aquestes
unions, alliberant BAX i BAK (Meier and Vousden, 2007). Estudis recents demostren que
les unions entre els membres antiapoptotics i els BH3-only és especifica, amb afinitats
d’'unié que entre els membres que poden variar fins a 10.000 vegades (Adams and Cory,
2007) (Figura 6).

MODEL D’ACTIVACIO INDIRECTA MODEL D’ACTIVACIO DIRECTA
BMF  BAD BID PUMA BIM NOXA BMF  BAD NOXA
“SENSIBILITZADORS”
BCL-2 BCL-W BCL-X. MCL-1 A1l BCL-2 BCL-W BCL-X. MCL-1 A1l
BAX BAK BID PUMA  BIM “ACTIVADORS”
APOPTOSI BAX BAK
APOPTOSI

Figura 6. Dos models per 'activitat de les proteines BH3-only en I'apoptosi. A I'esquerra, el
model d’activaci6 indirecta i a la dreta, el model d’activaci6 directa. Modificat de Meier i
Vousden (2007).
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Les proteinesBH-only com sensors cellulars

El gran nombre de proteines BH3-only pot donar un control més gran i especific del inici del
procés de mort cellular, en funcié del estimul desencadenat (Strasser, 2005). Algunes BH3-
only només s’expressen en certs tipus cel-lulars i altres semblen controlar un compartiment
subcellular especific. Cada un dels membres BH3-only respon a un tipus d’agressio
concreta (Figura 7), i els seus nivells es poden regular a nivell transcripcional o
posttranscripcional. Per exemple, els gens NOXA i PUMA so6n induits pel gen supressor de
tumors TP53 en resposta a dany a I’ADN, i s6n dos gens clau per la induccié d’apoptosi per
agents genotoxics, i la transcripcié de BIM s’'indueix per FoxO3a en cél-lules B després de la
deprivacié de citocines in vitro. Mentre que BAD s’activa per defosforilacié en resposta a
deprivacié de factors de creixement, BID té un paper important en la mort induida a través de
receptor de mort activant-se per protedlisi mitjancada per la caspasa 8 (Strasser, 2005; Youle

and Strasser, 2008).

Oncogens
Dany a ’ADN
Hipoxia
Erosié de teldomers
Receptors de mort Deprivacio de factors
o Granzim B de creixement
Anoikis .
uv p53 Receptors d antlgen
Fluxes de calci

BMF NOXA PUMA BID BIM HRK  BAD

APOPTOSI

Figura 7. Cada un dels membres BH3-only respon front a un tipus d’agressié fisiologica
molt concreta, tot i que existeix solapament de funcions entre els diferents membres
Adaptat de Weinberg (2007).
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Autofagia

L’autofagia és un mecanisme pel que la céllula passa a autodigerir parts de si mateixa, ja sigui

com a resposta a la manca de nutrients 0 com a resposta a un procés toxic.

Sistemes proteolitics

Pel desenvolupament i creixement d’'una céllula és necessari un equilibri entre la sintesi i la
degradacio de proteines i organuls. Per realitzar aquesta funcié, les céllules eucariotes han
desenvolupat dues vies principals de degradacié de proteines intracellulars, el proteosoma i
I'autofagia. L'autofagia és responsable de la degradacié de proteines de vida llarga i d’organuls,
mentre el proteosoma degrada de forma especifica proteines de vida curta que han estat
marcades amb ubiquitina (Martinez-Vicente and Cuervo, 2007) (Figura 8). Nosaltres ens
centrarem en la descripci6 de la via autofagica, per esta aquesta també implicada en processos
de PCD.

3 Proteina citosdlica
AUTOFAGIA
@N @  ®

Ubigiitina

N .

Proteosoma

Figura 8. Vies de degradacid de proteines a mamifers. Les proteines poden ser
transportades al lisosoma des del medi extracelular (heterofagia) o des de I'interior
cellular (autofagia). La via heterofagica més estudiada és I’endocitosi. EI proteosoma (UPS,
Ubiquitin proteasome system) és I'altre principal via de degradacié de proteines a l'interior
cellular. Adaptat de Martinez-Vicente and Cuervo (2007).
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Hi ha tres tipus principals d’autofagia. L’autofagia mediada per txaperones (CMA, chaperone-
mediated autophagy) és responsable de la degradacié de proteines citosoliques que contenen
una determinada seqliéncia d’aminoacids. En aquest procés intervé la proteina lisosomal
LAMP-2A. Els altres dos tipus d’'autofagia sén la macroautdfagia i la microautofagia. La
microautofagia involucra el segrest directe de citoplasma a la superficie lisosomal, mentre la
macroautofagia implica el segrest de citoplasma a linterior d’'una vesicula autofagica, o
autofagosoma, i la posterior fusié d’aquesta amb un lisosoma. En la literatura normalment quan
es parla d’autofagia es fa referéncia a la macroautofagia, per aquest motiu a partir d’ara

nosaltres també ens referirem a la macroautofagia amb el terme autofagia.

L'autofagia és un procés conservat en I'evolucié d’autodigestié lisosomal, responsable de la
renovacié d’organuls i macromolécules. Addicionalment a les importants funcions de
manteniment, I'autofagia promou la supervivéncia cellular en céllules sotmeses a estrés o en
condicions de deprivacié nutricional, proporcionant aminoacids mitjancant la degradacié de
proteines per promoure la supervivéncia cellular quan hi ha escassetat de nutrients (Mortimore
and Poso, 1986), i eliminant macromolécules i organuls danyats. No obstant, les céllules
autofagiques sotmeses a un estrés excessiu poden acabar cometen suicidi mitjancant el
desencadenament de la mort cellular autofagica, o PCD tipus Il. Aixi doncs I'autofagia juga un
paper vital en molts processos fisiologics, havent-se trobat una vinculacié entre deficiéncies en

I'autofagia i diverses patologies humanes, entre elles el cancer.

Encara que I'autofagia va ser inicialment descrita a mamifers, els seus mecanismes moleculars
s’han elucidat en llevats, degut en gran part, a la facil aplicacié d’analisis genétics en aquest
organismes. Nombrosos experiments han portat a la identificacio de les molécules que
participen en aquest procés i que es coneixen amb el nom d’ATGs (AuTophaGy-related gens). La
nomenclatura ATG es va establir per unificar totes les anteriors, com per exemple APG, AUT o
CVT, que havien estat descrites per diferents laboratoris (Klionsky et al., 2003). Els llevats
presenten una via propia de maduraci6 i recanvi de proteines que es coneix amb el nom de CVT
(cytosol-to-vacuole-targeting). Moltes de les ATGs identificades formen part d’aquesta via. La via
CVT, a diferencia de I'autofagia, es troba activa quan hi ha nutrients al medi. La seva funcié és
el transport de I'a-manosidasa i del precursor de I'aminopeptidasa-1 a la vacuola (Hutchins and
Klionsky, 2001; Scott et al., 1997). Per realitzar aquesta funcidé utilitza la mateixa maquinaria
que I'autofagia (Khalfan and Klionsky, 2002). Actualment s’han identificat nombrosos homolegs

de les ATGs de llevat a céllules eucariotes (Reggiori and Klionsky, 2002).
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El procés cellular de I'autofagia

L’autofagia pot ser induida per diferents processos com la deprivacié de nutrients, la infecci6 de
determinats patogens o per I'efecte d’agents ambientals. El procés autofagic (Figura 9) es
caracteritza per la preséncia d’'unes estructures de doble membrana a I'interior de la céllula.
Inicialment es pensava que aquestes estructures s’originaven a partir del RE (Dunn, 1990), no
obstant, avui en dia es pensa que podrien ser originades a partir d’'una estructura membranosa
anomenada fagofor (phagophore) (Stromhaug et al., 1998), o podrien ésser sintetitzades de
novo (Mizushima et al., 2001). Aquestes estructures membranoses creixen i maduren. La
proteina LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3), homologa d’Atg8 en mamifers, és
reclutada cap a la membrana durant aquest procés. Finalment es forma una estructura
anomenada autofagosoma, que conté al seu interior proteines citosoliques i/o organuls
cellulars. La formacié de I'autofagosoma pot ser inhibida mitjancant la 3-metiladenina (3-MA)
(Punnonen and Reunanen, 1990). L’autofagosoma posteriorment madura i es fusiona amb un
lisosoma donant lloc a una estructura anomenada autofagolisosoma o autolisosoma. El procés
de fusié pot ser inhibit mitjancant la bafilomicina A1, inhibidor de les H*-ATPasas, o mitjangant
compostos que alteren els microtibuls com la vinblastina o el nocodazol (Punnonen and
Reunanen, 1990). El contingut dels autolisosomes sera finalment degradat per al seu

reciclatge.
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3-methyladenine Hydroxychloroguine
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Figure 9. Representacid basica del procés autofagic. Adaptat de Kondo et al. (2005).
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Formacié de |'autofagosoma

Els primers passos en la formaci6 de la vacuola autofagica estan mediats per la PI3K classe I,
I'ortoleg de Vps34, I'linica PI3K present en llevats (Corcelle et al., 2009; Eisenberg-Lerner and
Kimchi, 2009; Xie and Klionsky, 2007). Entre el jugadors claus de la maquinaria autofagica
trobem aquells que formen un complex amb Vsp34 i regulen la seva activitat, com la Beclina 1
(I'ortoleg en mamifers de la Atg6) i la cinasa serina miristilat Vsp15/p150. Les proteines UVRAG
i Bif-1 son reguladors positius de la interaccié entre la Beclina 1 i Vsp34, promovent I'activacié
de Vsp34. La Vsp34 també s’uneix a la Atgd que és la que dirigeix el complex-Vsp34, també
anomenat complex |, als centres organitzadors de la formacié de I'autofagosoma, coneguts com
les estructures pre-autofagosomals o PAS (phagophore assembly site). L’etapa de la nucleacié
de la biogénesi autofagosomal requereix de I'activacié de Vps34, que produeix fosfatidil-inositol
trifosfat (PI3P). EI PI3P presumiblement actua reclutant proteines que contenen els dominis
d’unié PI3P FYVE i PX, els quals es creu que son els encarregats de controlar la formacio i
I’elongaci6 de la membrana (Figura 10B). Per exemple el complex Atg 18-Atg2 és reclutat al PAS

via la uni6 a fosfolipids.
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Figura 10. Formacié dels autofagosomes en vertebrats. A| Nucleacié del autofagosoma.
B | Elongaci6 del autofagosoma. Adaptat de Cecconi i Levine (2008).
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La PI3K de classe Ill forma un complex amb la Beclina-1 que esta involucrat en la formacié dels
autofagosomes i linici de l'autofagia (Kihara et al.,, 2001). La 3-MA, la wortmanina i
I'LY294002, interfereixen amb aquest procés (Blommaart et al.,, 1997). El complex PI3K-
Ill/Beclina-1 es localitza majoritariament a la xarxa trans-Golgi (TGN, trans-Golgi network), no
obstant pot trobar-se també als endosomes tardans. Aquesta distribucié fa pensar que aquest

complex participa en la distribuci6 dels components de I'autofagosoma.

En mamifers la PI3K de classe | també participa en la regulacié de I'autofagia. Quan és activada
per receptors Tyr-quinasa localitzats a la membrana plasmatica converteix PI(4,5)P> a

PI(3,4,5)Ps, formant part d’'una cascada que activa mTOR i inhibeix I'autofagia.

La Ser/Thr-cinasa Atgl és essencial per a la induccié de I'autofagia. En llevats I'Atg1 per activar-
se necessita interaccionar altres Atgs, formant un complex que inclou I'Atg13 i I'Atgl7. TOR
regula negativament aquesta etapa mitjangant la fosforilacio de I’Atg13, reduint la seva afinitat
d’unié a I'Atgl (Stromhaug and Klionsky, 2001). La funcié especifica en I'autofagia de I'Atg1, o
del seus homolegs en mamifers ULK1 i ULK2, encara no ha estat definida, tampoc el
mecanisme que encadena la seva funci6 amb la del complex Beclina 1/Vps34, no obstant,
sembla tenir un paper clau en la formacié de I'autofagosoma (Corcelle et al., 2009; Longatti
and Tooze, 2009).

L'etapa d’elongacié de la membrana vacuolar autofagica es du a terme per I'accié6 de dos
sistemes amb mecanismes d’activacié ubiquitina-like, I'Atg12/Atgb i Atg8/fosfatidiletanolamina
(PE) (Figura 10C) (Cecconi and Levine, 2008). Aquests dos sistemes estan relacionats entre ells

i bastant conservats en céllules eucariotes (Levine and Klionsky, 2004;Xie and Klionsky, 2007).

En el complex Atg12/Atgb, la proteina ubiquitina-like Atg12 s’uneix covalentment a I'Atgh
(Mizushima et al., 1999). Per a que aquesta unié tingui lloc s6n necessaries dues proteines,
I’Atg7 que actua com a enzim activador de I'ubiquitina (E1) (Kim et al., 1999b) i I'Atg10, que
actua com a conjugador de I'ubiquitina (E2) (Shintani et al., 1999). L’Atg7 activa I’Atg12, que és
transferida a I’Atg10 per ser finalment unida a I'Atg5. El complex Atg8/PE, de manera similar al
sistema Atg12/Atgb, és conjugat mitjancant els enzims Atg7 (E1) i Atg3 (E2). Els dos complexes,
Atg12/Atg5 i Atg8/PE, son necessaris per a la formacié de l'autofagosoma (Suzuki et al.,
2001a), no obstant, només el complex Atg8-PE forma part de I'estructura d’aquest (Kirisako et
al., 1999). En mamifers han estat descrits almenys tres homolegs de I'Atg8, GATE-16, GABARAP
i LC3. Tots ells son modificats lipidicament i es localitzen a I'autofagosoma (Kabeya et al.,
2004). ElI complex Atgl2/Atgb és reclutat a la membrana autofagosomal externa,

presumptament via interaccié6 amb I'Atg16, un proteina que té la capacitat d’oligomeritzar,
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formant un complex multiméric format per I'Atg5, 'Atg12 i I'Atg16 (Mizushima et al., 1999). El
lloc d’inserci6 de LC3 bé determinat per la localitzacié en la membrana d’Atgl16. El dimer
Atg12/Atgb recentment s’ha mostrat que també té activitat enzimatica (E3) en la conjugacio del
sistema Atg8/PE (Hanada et al., 2007). Aquest és un pas critic en I'expansié de I'autofagosoma,
i es produeix mitjancant la formacié d’una unié amida entre el grup amino del PE i el residu
glicina carboxi-terminal de I’Atg8, el qual queda exposat després del trencament per la proteasa
Atgd de I'extrem C-terminal de I'Atg8. La modificacio lipidica de I'Atg8, la qual només té lloc
quan s’estimula I'autofagia, converteix la forma soluble citoplasmatica (LC3-l), en la forma
conjugada a membrana (LC3-ll), que es troba associada a I'autofagosoma (Xie and Klionsky,
2007). El complex Atg8/PE permet I'anclatge a la membrana i la hemifusié, determinant la
quantitat d’Atg8 i de PAS la mida de l'autofagosoma. Un cop l'autofagosoma s’ha expandit
complertament, I'Atg8 es desconjuga de PE per acci6 de la Atg4 i és alliberat de nou al citosol.
De la mateixa manera, el complex Atgb/Atg16 es dissocia de la membrana de I'autofagosoma

després de la seva maduraci6 (Eisenberg-Lerner and Kimchi, 2009).

L’autofagosoma madur es fusiona amb organuls del compartiment endocitic (endosomes
primerencs o tardans i lisosomes, donant lloc a I'autolisosoma (Corcelle et al., 2009; Eisenberg-
Lerner and Kimchi, 2009; Longatti and Tooze, 2009). En llevats aquest procés precisa de Ypt7p
('homoleg en mamifers és Rab7), Vamp3p (un homoleg de la sintaxina), Sec18p (homoleg de
NSF, N-ethylmaleimide sensitive factor), i Vtilp (una proteina SNARE). En céllules de mamifer
s’ha demostrat una funcié semblant per Rab7 i Vtilp. La UVRAG, en aquestes darreres etapes
de la formacidé de I'autofagosoma torna a participar en el procés, regulant la maduracié de
I'autofagosoma de manera independent de la Beclina 1. UVRAG facilita el reclutament del
complex de la proteina vacuolar classe C (C-Vps) als autofagosomes. Aquesta interaccié entre
UVRAG i C-Vps estimula I'activitat de la GTPasa Rab7, resultant en la fusié del autofagosoma
amb el lisosoma. Aquesta fusié té lloc a la regié perinuclear, rica en lisosomes. Per a que aixo
tingui lloc, els autofagosomes s’han de desplacar des del citosol cap al nucli. Aquest moviment
té lloc per microtlbuls, i esta mediat per les dineines. Finalment, les proteines i organuls

contingudes en I'autolisosoma sén degradats per les proteines lisosomals.

Model de la formaci de I'autofagosoma

La formacié de I'autofagosoma s’iniciaria a partir de I'Atg9 i el complex | de la PI3K que
posarien en marxa els complexes Atgl2/Atgb/Atgl6 i Atg8/PE formant I'estructura
preautofagosomal anomenada PAS, que es pot definir com una estructura hibrida entre la
vesicula membranosa que s’esta formant (fagofor) i el nucli de la maquinaria proteica que hi

participa (Figura 11) (Xie and Klionsky, 2007). El PAS aniria augmentant de mida mitjangant el
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reclutament d’altres complexes Atg12/Atg5/16 i Atg8/PE. El complex Atg12/Atg5/Atgl6 tindria
un paper estructural, afavorint la unié dels complexes Atg8/PE. Els lipids necessaris pel
creixement de la membrana serien aportats per I'Atg9 que aniria ciclant entre els mitocondris i
el PAS. Al final del procés I'Atg9, el complex | de la PI3K i el complex Atg12/Atg5/16 es

separarien de I'autofagosoma.
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Figura 11. Representacid de la possible biogénesi de I'autofagosoma. A| Durant la fase
d’expansi6é del PAS creix segrestant components citosolics en el seu interior, components
que no s’han illustrat per tal de simplificar 'esquema. Adaptat de Longatti and Tooze,
(2009). B | Esquema on es resumeix es esdeveniments més importantsen cadascuna de
les etapes de formaci6 de I'autogasoma. Adaptat de Duprez et al. (2009).
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Regulaci6 de I'autofagia

L’autofagia pot ser iniciada per un gran nimero d’estimuls extracellulars i intracellulars. Han
d’existir doncs, uns mecanismes que permetin captar aquests estimuls i transmetre’ls als

factors reguladors, afavorint o inhibint I'autofagia segons les necessitats de la céllula.

mTORC1, el principal punt de control en la senyalitzacid de I'autofagia

Hi ha un gran nombre de senyals i vies involucrades en I'inici i control de I'autofagia, pero el
principal regulador d’aquest procés és la diana de la rapamicina, TOR. TOR és una Ser/Thr-
quinasa que actua com un sensor de factors de creixement, nutrients i disponibilitat d’energia, i
la seva activacié s’associa a la sintesi proteica, al creixement cellular i a la inhibicid de
I'autofagia, actuant doncs com a regulador del metabolisme i el creixement cellular. En
condicions normals TOR inhibeix I'autofagia mitjangant dos mecanismes: (i) formant part d’una
cascada de transduccié de senyals amb uns efectors down-stream que controlen la transcripcid
i la traducci6 de proteines (Cardenas et al., 1999), (ii) inhibint directament o indirectament a les

ATGs, i en conseqliéncia la formacié de I'autofagosoma (Levine and Klionsky, 2004).

TOR es pot trobar en dos complexes multiproteics diferents, TORC1 i TORC2, que es troben
conservats de llevats a mamifers. TORC1 de mamifers (mTORC1) conté GBL i raptor, mentre
mTORC2, conté GBL, rictor, SIN1 i protor. No obstant, només TORC1 és sensible a la inhibicio
per rapamicina (Wullschleger et al., 2006). TORC1 regula la sintesi de proteines i I'autofagia, en

canvi, TORC2 regula la formaci6 del citoesquelet d’actina i la polaritat cellular.

Substrats principals de mTORC1

Els dos substrats principals de mTORC1 sén dos factors que regulen la traducci6 de les
proteines, 4E-BP1 i p70S6K (Fingar et al., 2002). 4E-BP1 és un factor que inhibeix la traduccié
de les proteines. La seva fosforilacio per mTORC1 inhibeix la seva accié potenciant la traduccio.
La proteina p70S6K en canvi, estimula la traduccié de proteines que formen part de 'aparell

traduccional, i aguest mecanisme es veu afavorit quan la p70S6K és fosforilada per mTORC1.

Hi ha evidéncies que indiquen que durant I'autofagia hi ha una inhibicié parcial de la sintesi de
proteines. La fosforilacié de la proteina ribosomal S6, un substrat de la p70S6K, té un efecte
inhibitori sobre l'autofagia (Blommaart et al., 1995). A aquest efecte cal afegir que dues
quinases d’elF2a, GCN2 i PKR, afavoreixen el procés autofagic inhibint la sintesi proteica
(Talloczy et al., 2002). No obstant, la inhibicié global de la sintesi proteica no estimula el procés
autofagic, encara que s’observen processos de vacuolitzacio i petits autofagosomes en el

citoplasma (Abeliovich et al., 2000).
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Regulacié de mTOR

L’'activaci6 de mTOR esta directament estimulada per Rheb, una proteina petita d’'unié a
GTPases que s’'uneix i activa mTOR quan es troba en la seva forma unida a GTP, induint un
canvi conformacional que permet a mTOR formar complexes amb altres efectors que es troben
per sota de la via, activant-los. Aquesta senyal finalitza mitjancant les proteines activadores de
GTPases que afavoreixen la hidrolisi del GTP, tornant Rheb al seu estat inactiu. La TSC2
(tuberous sclerosis complex 2) presenta homologia amb les proteines activadores de GTPases i
inhibeix Rheb. Perqué aquesta inhibicié es dugui a terme TSC2 ha d’heterodimeritzar amb
TSC1, formant el complex TSC1/TSC2 (Castro et al., 2003). Aquest complex integra senyals de
mdltiples vies, adquirint un paper central en el control de la senyalitzaci6 de mTOR. La
fosforilaci6 del complex TSC1/TSC2 per AKT, ERK o RSK, tots ells estimulats per factors de
creixement, inhibeix el complex permeten I'activacié de mTOR per Rheb inhibint I'autofagia. La
fosforilacio per AMPK (AMP-activated kinase), activada en situacions de deprivacié de nutrients
i energia per ratios AMP/ATP elevats, activa en canvi el complex TSC1/TSC2, conduint a la
inactivaci6 de mTOR i a I'activacié de I'autofagia. Addicionalment, mTOR pot ser directament
fosforilada per Akt i AMPK . La fosforilaci6 de mTOR mediada per Akt estimula I'activitat de
MTORC1, mentre la fosforilacié de raptor per AMPK condueix a la dissociacié de raptor de
mTORC1, inhabilitant a mTORC1 en el reconeixement de substrats (Figura 12) (Corcelle et al.,
2009).

El paper inhibitori de mTOR sobre I'autofagia es troba conservat de llevats a humans. En els
llevats, en condicions on s’esta bloquejant TOR, com la deprivacié de nutrients o el tractament
amb rapamicina, I'Atg13 desfosforilada s’uneix a Atgl i s’indueix I'autofagia. El mecanisme
precis pel qual mTOR inhibeix I'autofagia en les céllules de mamifer encara no es coneix bé.
S’ha suggerit que la p70S6K podria estar involucrada en la regulacié de I'autofagia induida per

TOR mitjangant la inhibici6 de la retroalimentacié de la via de senyalitzacié

Altres vies que regulen I'autofagia

Sén mudltiples les vies descrites que regulen a un nivell o altre I'autofagia. Nosaltres a

continuacié descrivim aquelles més rellevants, totes elles connectades amb I'apoptosi.

Bcl-2

Les proteines anti-apoptotiques de la familia de Bcl-2 s6n importants oncogens, mentre els
membres proapoptotics d’aquesta familia sén proteines supressores de tumors. La familia Bcl-

2, tot i haver estat inicialment descrita com a reguladora de la mort cellular, ara es sap que

25



Programes de mort cellular

també controla el procés autofagic. Les proteines antiapoptotiques Bcl-X, Bel-w i Mcl-1 poden
inhibir 'autofagia, mentre els membres BH3-only proapoptotics BNIP3L, Noxa, Puma, BimEL i
Bik, I'’estimulen. EI mecanisme a través del qual els membres de la familia de Bcl-2 inhibeixen
I'autofagia esta relacionat amb la seva capacitat d’unié a la Beclina 1. La Beclina 1 conté un
domini BH3 que s’uneix al solc d’'unié BH3 present en les proteines Bcl-2/Bcl-XL (Eisenberg-
Lerner et al., 2009; Maiuri et al., 2009b). La uni6 de la Bcl-2 a Beclina 1 inhibeix I'autofagia
mitjangant la regulacié negativa del complex promotor de I'autofagia Beclina 1/Vps34. Aquesta
regulacié negativa es du a terme mitjancant la capacitat de Bcl-2 i Bel-XL de reduir la capacitat
d’unié de la UVRAG a la Beclina 1, evitant aixi la seva monomeritzacio, possiblement necessaria
per a la unié d’aquesta amb Vsp34 (Noble CG et al, 2008).

L’associacié de Bcl-2 amb la Beclina 1 esta regulada de manera dependent de I'estrés. En
condicions riques en nutrients (condicions inhibitories de I'autofagia) s’observen elevats nivells
d’interaccié, mentre després de la deprivacid6 de nutrients (condicions que estimulen
I'autofagia) la interaccié es troba reduida als nivells minims, correlacionant amb I'activacioé de
I'autofagia (Pattingre et al., 2005). A més a més, recentment s’ha descrit que la fosforilacié de
Bcl-2 per JNK (c-Jun N-terminal kinase) en residus del seu loop no estructural, regula
positivament I'autofagia, alliberant la Beclina 1 de la seva unié inhibitdria amb Bcl-2 (Wei et al.,
2008).

p53

La relacié entre p53 i autofagia és molt complexa, degut a que p53 sembla tenir un paper dual
en la regulacié de l'autofagia (Figura 12) (Chen and Karantza-Wadsworth, 2009; Eisenberg-
Lerner et al., 2009; Maiuri et al., 2009a). El supressor de tumors p53 és un punt de control
critic en les céllules de mamifer, que s’activa en condicions d’estrés genotoxic que incloent el
dany a I’ADN, la hipoxia i I'activacié oncogénica, i respon iniciant mecanismes supressors de
tumors, com I'aturada del cicle cellular, la senescéncia i I'apoptosi. En aquestes condicions p53
també transactiva gens inductors d’autofagia, i estimula I'autofagia mitjancant la inhibicié de
mTOR de manera dependent d’AMPK i del complex TSC1/TSC2, fet que es du a terme gracies a
I'activacié de 'AMPK, mediada per LKB1 com a conseqiiéncia d’un augment del ratio AMP/ATP.
Addicionalment, p53 també pot activar I'autofagia actuant sobre la seva diana directa DRAM
(damage-regulated modulator of autophagy), una proteina altament conservada en eucariotes
que es localitza en la membrana lisosomal. No obstant, recentment també s’ha observat que la
inactivacié genética o farmacologica de p53 també condueix a l'activacié de I'autofagia,

indicant que la poblaci6 citoplasmatica de p53 és una potent repressora de I'autofagia.
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Aixi doncs, per una banda la p53 nuclear pot induir autofagia a través d’efectes
transcripcionals, mentre la p53 citoplasmatica sembla estar exercint un important paper com a
repressora del mateix procés. Les circumstancies i les vies moleculars involucrades en la
decisi6é d’utilitzar p53 com a activador o com a inhibidor de I'autofagia en les céllules
canceroses encara no es coneix. Probablement, en els primers estadis tumorogénics I'activacié
de p53 i la consequent activacié de I'autofagia, estiguin relacionats amb la funci6é supressora
de tumors d’aquesta proteina, actuant com un mecanisme de mort per a eliminar les céllules
defectuoses. Un cop el tumor format pero, la inactivacido de p53 i 'activacié de I'autofagia
probablement sigui un mecanisme avantatjos per a la céllula, proporcionant energia continua a

les céllules tumorals.

DAPK

DAPK-1 (death-associated protein kinase-1) és una proteina dependent de calci comunament
silenciada en cancers humans per metilacié, amb propietats supressores de tumors i metastasi
(Gozuacik and Kimchi, 2006). DAPK-1 també indueix autofagia i apoptosi, a través de
mecanismes independents (Figura 12) (Eisenberg-Lerner and Kimchi, 2009; Maiuri et al,
2009). DAPK-1 interacciona amb la proteina associada a microtibuls MAP1B, especialment en
condicions de deprivacié de nutrients. La sobreexpressié de DAPK-1 indueix autofagia, induccid
que disminueix al suprimir MAP1B, fet que suggereix que la interaccié de DAPK1 amb MAP1B
(que a la vegada pot interaccionar amb LC3) podria ser responsable de la induccié de
I'autofagia. No obstant sén necessaris més estudis, ja que alguns treballs semblen indicar que
MAP1B podria inhibir I'autofagia. A més a més, DAPK-1 és una molécula extremadament
pleiotropica, poden activar el sistema de p53, afectant possiblement la propensié de les

céllules a desencadenar I'autofagia.
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Figura 12. Vies de senyalitzacidé que regulen Il'autofagia. Els reguladors positius de
I’autofagia es mostren en verd, mentre el reguladors negatius en fucsia. Els reguladors que
poden fer ambdues funcions estan marcats amb groc. Modificat de Eisenberg-Lerner and
Kimchi, (2009).

Autofagia i cancer

El paper i la regulacié de I'autofagia en el cancer és forca complex, fent de I'autofagia un
potencial, perd important, mecanisme en la prevencio i el tractament del cancer. En els tumors,
I'autofagia es troba activada en arees hipoxiques i manté la supervivéncia cellular en
condicions d’estrés metabolic. Aixi doncs, la induccié de I'autofagia majoritariament representa
un mecanisme de supervivéncia activat per a contrarestar els efectes deleteris de I'estrés
metabolic, i possiblement també vers el tractament de les célules tumorals. D’altre banda,
quan l'autofagia arriba al seu fi la mort cellular continua, potenciant la possibilitat que
I'autofagia excessiva induida per drogues pugui potencialment resultar en I'eliminacié de les

cellules tumorals (Figura 13).
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Evidéncies protumorogéniques. La induccié de I'autofagia i la maduracié dels autofagosomes
es troba molt alterada en els teixits tumorals. El microambient tumoral és freqlientment pobre
en nutrients i oxigen, afavorint la inducci6é d’autofagia. A més a més els lisosomes, essencials
en la degradaci6é autofagica, veuen molt potenciada la seva activitat i el seu transit durant la
tumorogénesi (Chen and Karantza-Wadsworth, 2009; Corcelle et al., 2009; Eisenberg-Lerner et
al., 2009).

Evidéncies antitumorogéniques. Els cancers humans sovint contenen mutacions que inactiven
gens proapoptotics (ex. PTEN, p53, TSC1, TSC2, Beclina 1, UVRGG, Bif-1) i I'activacié de gens
antiautofagics (ex. PI3KC1, Akt, Ras, Bcl-2), suggerint que I'autofagia actua com una important
barrera contra la transformaci6é cellular, suprimint la formacié de tumors. Aquesta hipotesi
s’avala principalment en les dades que mostren que ratolins deficients en Atg4C, Bif-1, TSC1/2,
UVRAG i p53, 0 que presenten heterozigosi de Beclina 1, sén propensos a la tumorogénesi,
recolzant el impacte negatiu de I'autofagia en la transformacié (Chen and Karantza-Wadsworth,
2009; Corcelle et al., 2009; Eisenberg-Lerner et al., 2009). White i collaboradors van proposar
al 2007 dos hipotesis alternatives, perod no excloents, per explicar com la pérdua de 'autofagia
podria estimular 'oncogénesi (Mathew et al., 2007): (i) la supressi6é de I'autofagia podria estar
potenciant la necrosi, empitjorant la inflamacié local i estimulant en conseqliéncia el
creixement tumoral; (ii) la inhibicié de I'autofagia podria promoure la inestabilitat gendmica en
céllules sotmeses a estrés metabolic, conduint a I'activacié oncogénica i a la supressié de
tumors. Els mecanismes a través dels quals la deficiéncia de I'autofagia pot conduir a la
inestabilitat gendmica no estan clars (Chen and Karantza-Wadsworth, 2009). Una possibilitat és
que l'autofagia simplement sigui necessaria per al manegament optim del flux bioenergétic,
facilitant els nivells minims d’ATP necessaries per a la reparacié de '’ADN. També és possible
que l'autofagia indirectament contribueixi al refor¢c dels punts de control del cicle cellular
mitjangant la degradaci6 d’organuls especifics, com els mitocondris, que sén essencials per a la
regulacié del creixement cellular. A més a més, I'autofagia podria ser requerida per a remoure
organuls danyats, i per tant regular el nivell d’estrés endogen, significant que la deficiéncia

d’autofagia podria afectar la inestabilitat gendmica d’una manera més aviat indirecta.

Per tal d’englobar el que acabem d’exposar, s’ha suggerit que el paper de I'autofagia en el
cancer pot variar considerablement en concordanga amb I'estadi de malignitat, limitant la
formacioé dels tumors en els processos primerencs i promovent la supervivéncia i la invasio de

les céllules transformades un cop el cancer s’ha format (Gozuacik and Kimchi, 2004).
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Figura 13. La paradoxa de I'autofagia. Esquema on es representen les conexions entre
autofagia i tumorogénesi. Modificat de Eisenberg-Lerner i Kimchi (2009).

Autofagia i apoptosi i la terapia contra el cancer

La desregulacié de la mort cellular, per activacié de vies de supervivéncia i/o inactivacié de vies
de senyalitzaci6é de mort, és critica en 'aparicié del fenotip tumoral. En general, les terapies que
restauren la sensibilitat a la mort cellular intervenen selectivament en les vies de les que depén
la supervivéncia del tumor. Aixi, els tractaments no quirlrgics del cancer, fonamentalment
quimioterapia i radioterapia, actuen induint parada de cicle i/o programes de mort cellular,
especialment apoptosi, en les céllules tumorals (Bellosillo et al., 1997; Bellosillo et al., 1998;
Spurgers et al., 2006). Les radiacions, els farmacs que actuen sobre el citoesquelet, els agents
genotoxics que danyen I’ADN, i molts altres utilitzen (a part dels efectes sobre cicle cellular i
proliferacié) els mecanismes d’inducci6 de mort cellular per realitzar la seva activitat

antitumoral.

30



Introduccio

En qualsevol situacié de mort celular la céllula decideix quin mecanisme utilitzar, en funcié de
la natura de l'estimul i de les particularitats de I'escenari cellular. Els programes de mort
cellular apoptosi (PCDI) i autofagia (PCDII) s’ha observat que no sén dues vies mituament
excloents (Tan et al., 2009). A nivell molecular les connexions entre aquests dos programes de
mort cellular s’evidencien per l'elevat nombre de gens que comparteixen, entre els quals
trobem tant gens reguladors, com p53, com gens basics en la maquinaria d’execucié d’aquests
processos. Aixi doncs, els estimuls que actuin sobre aquests gens afectaran tant a I'apoptosi
com a l'autofagia. Per aquest motiu, en clinica per a poder predir el desenlla¢ de la inhibicié o

I'activacié d’un programa de mort cellular hauriem de considerar I'efecte que exercira en I'altre.

En base a les multiples publicacions recents sobre les interdependéncies entre autofagia i
apoptosi, s’han descrit tres tipus d’interconnexions, totes elles valides en funcié de les
particularitats del tipus cellular, de I'estimul i de I'escenari cellular (Figura 14) (Eisenberg-
Lerner et al., 2009; Tan et al., 2009):

CoHaboraci6 entre apoptosi i autofagia. Els dos mecanismes cooperen en la mort cellular. Quan
un dels dos programes és bloquejat, per defectes genétics o per inhibicié farmacologica, I'altre
du a terme la mort cellular, assegurant I'eficiéncia del procés. Poden actuar simultaniament o
de manera cooperativa, tot i que un pot predominar sobre I'altre, ocultant la participacié de
I'altre. O alternativament, activant-se la segona via només quan falla la primera, és a dir que la
primera quan és funcional blogueja a la segona, tot i que les dues tenen com a finalitat eliminar

la céllula.

L'autofagia permet I'apoptosi. L'autofagia participa en el procés sense induir mort per ella
mateixa, permeten I'execucié de I'apoptosi. Per exemple mantenint els nivells cellulars d’ATP
durant la deprivacidé de nutrients, permetent I'exposicié de la PE que permet el reconeixement
per part del fagocits dels cossos apoptotics. En aquests casos la inhibicié de I'autofagia només
afectara aquelles caracteristiques directament relacionades amb I’ATP, sense afectar altres

respostes apoptotiques.

L'autofagia antagonitza I'apoptosi. En aquest cas I'apoptosi i I'autofagia sé6n dos processos
diferents amb finalitats dispars. L'autofagia en aquest cas no condueix a la mort cellular, siné
tot el contrari, actua com a atenuador de l'apoptosi creant un ambient on s’afavoreix la

supervivéncia cellular.
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Figura 14. Representacid esquematica de les interdependéncies entre apaptosi i
autofagia. A| L'apoptosi i I'autofagia sén parella, ambdoés conduint a la mort cellular.
Poden actuar de manera independent per vies paraleles (1), o influenciant l'altre.
L'autofagia és necessaria per a la mort apoptotica, situant-se per sobre de I'apoptosi,
estimulant alhora per si sola la mort (2). O I'apoptosi pot suprimir I'autofagia, sent aquest
darrer només evident quan s’inhibeix I'apoptosi (3). B | L’autofagia antagonitza I'apoptosi
promovent la supervivéncia, per exemple extraient organuls danyats o proporcionant
energia a les céllules en situacions de deprivacié de nutrients. Aquestes funcions
bloquejen I'estimul que desencadenaria I'apoptosi. C | L’autofagia, tot i no conduir per ella
mateixa a la mort, permet que tingui lloc el prorama apoptotic, participant en els canvis
morfologics, com per exemple els esdeveniments dependents d’ATP com |'exposicié de la
PS. Adaptat de Eisenberg-Lerner et al. (2009).

Les radiacions, els farmacs que actuen sobre el citoesquelet, els agents genotoxics que danyen
I’ADN, i molts altres utilitzen (apart dels efectes sobre cicle cellular i proliferacié) els
mecanismes d’induccié de mort cellular per realitzar la seva activitat antitumoral. Aixd implica
que les alteracions en la maquinaria reguladora i efectora d’aquests mecanisme poden
provocar resisténcia front la quimioterapia i radioterapia, i aquestes alteracions en
I'expressio i/o funcid de proteines son frequents en cancer. Aixi doncs, el coneixement
d’aquestes alteracions i de les connexions entre l'autofagia i 'apoptosi permetria I'is de

farmacs de manera racional en el tractament del cancer.
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El Neuroblastoma

Avui dia la majoria de nens amb cancer es curen amb diferents combinacions de quimioterapia,
sovint utilitzades simultaniament amb la cirurgia i irradiacié. El major index de curacié en nens
amb cancer en comparacié amb les malignitats adultes es deu a que els tumors pediatrics son
més susceptibles a I'apoptosi utilitzant drogues citotoxiques corrents, i degut a que els infants
sén capacos de suportar dosis superiors de quimioterapia que els adults. No obstant, tot i el
recent progrés, el cancer segueix liderant la causa de mort deguda a malalties en la infancia en
els paisos occidentals, i en tot el mon després de les malalties infeccioses, que tenen una

elevada prevalencga en els paisos subdesenvolupats (Scotting et al., 2005).

El neuroblastoma va ser descrit per primer cop fa més d'un segle per tres metges, Robert
Hutchinso, William Pepper i James Homer Wright, els quals van reconéixer la natura neuronal
d’aquests tumors, sent la seva prevalenca aproximada d'un cas cada 7.000- 10.000
naixements vius (Janoueix-Lerosey et al, 2010). Es el tumor sdlid extracranial més comd en la
infancia i la neoplasia més frequentment diagnosticada durant la primera infancia, essent la
majoria d’aquests tumors (90%) diagnosticats en els primers 5 anys de vida (Friedman and
Castleberry, 2007) (Figura 15 B). El neuroblastoma és responsable del 7 % de totes les
neoplasies diagnosticades en pacients menors de 15 anys, i d’aproximadament el 15 % de
totes les morts pediatriques oncologiques (National Cancer Institute. Surveillance.

http://www.seer.cancer.gov), presentant un elevat index de mortalitat respecte el nombre de

casos diagnosticats, esdevenint la neoplasia infantil amb pitjor prondstic (Figura 15 A).

Es tracta d’'un tumor embriologic del sistema nervids simpatic, Gnic entre els tumors pediatrics
degut a la seva elevada heterogeneitat biologica. Durant els darrers anys s’ha aconseguit una
millora substancial dels resultats terapéutics d’alguns grups ben definits d’aquests pacients,
pero les consequiéncies per als infants amb el fenotip clinic de risc elevat només han millorat de
forma modesta, amb una supervivéncia a llarg termini encara inferior al 40% tot i I'intensa

terapia multimodal (Maris et al., 2007).

Aixi doncs, el neuroblastoma segueix sent avui dia un repte médic complex, amb un curs clinic

imprevisible i un pronostic poc esperancador en estadis avancgats de la malaltia.
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Incidéncia dels cancers infantils (1975-2006)
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Figura 15. A | Cancers infantils. Ratios d’incidéncia SEER (Surveillance, Epidemiology, and
End Results program) del National Cancer Institute durant 1975-2006. B | Edat en el
moment del diagnostic. Edat dels pacients en el moment del diagndstic. Dades del
Children’s Oncology Grup. Adaptat de Friedman i Castleberry (2007).

Coneixements actuals sobre el desenvolupament del neuroblastomes

El neuroblastoma és considerat un dels tumors embrionaris per excelléncia. Es una neoplasia
neuroectodérmica que s’origina durant I'etapa fetal o postnatal primerenca, desenvolupant-se a
partir de céllules derivades de la cresta neural encara immadures, pero la diferenciacié de les
quals ja es troba restringida. La cresta neural és una estructura embrionaria transitoria que
sorgeix de I'ectoderm durant el procés de tancament del tub neural (Figura 16). Esta formada
per una poblaci6 de céllules progenitores multipotents que es diferenciaran durant
I'embriogenesi i el desenvolupament dels organs, donant origen a les céllules neuronals del
sistema nerviés simpatic i de la medulla adrenal, aixi com a les céllules de Schwann,
melanocits, alguns tipus de céllules neuroendocrines, i incllis a teixit tipus mesénquima en la

regié del cap i el coll.

El delicat equilibri entre mort cellular, proliferacié, autorenovacio, migracié i diferenciacidé és
crucial per a un desenvolupament neuronal correcte. Defectes en qualsevol dels mecanismes
que controlen aquests processos poden promocionar la transformacid, esdevenint les céllules
en desenvolupament propenses a la tumorogénesi. Durant els darrers anys, s’ha evidenciat que
les neoplasies pediatriques del sistema nerviés estan lligades a mecanismes alterats del
desenvolupament normal, donant suport a un model de tumorogénesi embrional (Grimmer and
Weiss, 2006; Johnsen et al., 2009).
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Figura 16. Esquema del procés de neurulacié. Adaptat de Gammill i Bronner-Fraser
(2003).

En comparacié amb els tumors adults, els tumors embrionaris tenen un periode de laténcia
extremadament curt i generalment contenen poques aberracions genétiques que causin
I'activacié d’oncogens o la pérdua de reguladors de l'apoptosi. La raé per a aquestes
diferencies és que les malignitats embrionaries sorgeixen de céllules progenitores que ja es
troben en proliferacié com a part normal del procés de desenvolupament (Scotting et al., 2005).
De fet molts dels gens expressats pels neuroblastomes son importants en el desenvolupament
normal de la cresta neural, com I'oncogen NMYC del que parlarem més endavant (Brodeur,
2003; Grimmer and Weiss, 2006). Estudis recents del perfil transcripcional d’aquests tumors
mostren a més a més, que els diferents estadis clinics del neuroblastomes sén reflex d'una
aturada en la maduraci6 a diferents estadis de la diferenciacié simpatico-adrenal, mostrant els

tumors més agressius un estat de maduraci6 inferior (Nakagawara et al., 2004).
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Presentacio clinica

El neuroblastoma és una malaltia del Ilinatge simpatico-adrenal de la cresta neural, podent
desenvolupar-se els tumors en qualsevol lloc del sistema nerviés simpatic (Figura 17A). La
majoria dels tumors primaris es localitzen en I'abdomen, i d’aquests més del 50% s’originen en
la cavitat abdominal (molts d’ells en la medulla adrenal) (Figura 17B i C). El coll, el pit i la pelvis
son altres de les localitzacions més comuns d’aquestes neoplasies (Figura 17D) (Ishola and
Chung, 2007; Maris et al., 2007; Mullassery et al., 2009; Scotting et al., 2005).

Depenent de la localitzacié del tumor primari, aixi com de la preséncia o abséncia de metastasi
i de sindromes paraneoplasics, els signes i simptomes de la malaltia s6n extremadament
variables. Els simptomes primerencs, quan sén presents, sén tipicament signes no especifics,
com malestar general, pérdua de pes i febre inexplicable. En alguns casos perd el tumor pot
sagnar de forma espontania, produint dolor abdominal agut acompanyat de malestar degut a la
conseqlient anémia. En general pero, els simptomes no apareixen fins que el tumor ha adquirit

una mida critica i/o desenvolupat metastasi.

Els neuroblastomes locoregionals tenen generalment caracteristiques biologiques favorables i
la majoria d’ells sén tractats amb éxit Gnicament amb cirurgia. Es més, sén mdltiples els estudis
gue suggereixen que un subgrup dels tumors localitzats reverteixen espontaniament (al voltant
del 5%), emprant-se en aquets casos I'anomenada terapia de “wait and see”, basada en una
acurada observaci6 del pacient perd sense cap tractament (Nishihira et al., 2000; Oue et al.,
2005).

Els sindromes paraneoplasics sén poc freqlents en els neuroblastomes locoregionals, perd
facilment distingibles quan es troben presents. Els dos més habituals en aquests pacients sén:
(i) la secrecié del péptid intestinal vasoactiu, que produeix el desenvolupament d’una diarrea

intractable, amb la conseqlient deshidrataci6é i hipopotasémia, i (ii) el sindrome psoclunus-

myoclonus, que consisteix en moviments oculars rapids, ataxia i moviments musculars
irregulars, probablement conseqliéncia d’una disfuncié del cervellet causada per anticossos

contra el teixit neuronal del tumor.

Aproximadament el 50 % dels pacients presenten perd metastasi en el moment del diagnostic,
especialment a os cortical, medulla o0ssia, fetge, ndduls limfatics i pell. A diferéncia dels malalts
amb tumors localitzats que practicament manquen de simptomatologia en el moment del
diagnostic, aquest pacients presenten mdltiples simptomes derivats de I'extensiva carrega
tumoral. Per exemple s’ha observat que aquests tumors tenen una inexplicable tendéncia a

metastatitzar en I’os de la conca ocular, produint un hematoma subcutani periorbital (aspecte
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d’ulls d’6s rentador), proptosi, 0 ambdoés, sent aquests signes classics de la disseminacié de la
malaltia. La metastasi a os i medulla dssia pot produir dolor ossi, dificultats per a caminar o
irritabilitat en I'infant, podent ésser necessari un transplantament de medulla dssia en alguns
pacients. La disseminacié al sistema nervids central és poc freqlent en el moment del

diagnostic, perod pot produir-se amb la progressi6 de la malaltia o en recidives.

D
Localitzaci6 del tumor Nombre de
primari pacients (%)
Cervical 9(1)
Toracic 117 (19)
Abdominal
Medulla adrenal 221 (35)
No adrenal 187 (30)
Pélvic 16 (1)
Altres 64 (12)
Desconegut 8 (1)

Figura 17. Localitzaci6 dels neuroblastomes. A | Els tumors primaris de neuroblastoma
deriven de la cresta neural i s’originen en el sistema nervids simpatic, que esta format per
les cadenes laterals simpatiques i pels ganglis simpatics, els quals recorren la columna
vertebral i la medulla adrenal. Adaptat de Johnsen et al. (2009). B | Radiografia de torax
on s’observa un tumor en la cavitat abdominal. C | Ressonancia magnética d’un tumor de
grans dimensions originat en la medulla adrenal. D | Taula on es mostren els llocs d’origen
de 622 tumors primaris de neuroblastoma. Adaptat de Friedman i Castleberry (2007)
(dades originals del Children’s Oncology Group Statistical Office).
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Existeix a més a més una relaci6 directa entre I'edat en el moment del diagnostic i la
localitzacié i extensi6 de la malaltia. Els infants diagnosticats abans de I'any mostren
majoritariament tumors localitzats, originats per igual en la cavitat toracica com en I'abdominal,
mentre que en nens més grans és més freqlent la preséncia de metastasi i la localitzacio
adrenal del tumor primari (Sano et al., 2006). Existint doncs una correlacié entre I'edat del

diagnostic i el pronostic de la malaltia (Figura 18).
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Figura 18. Corbes de supervivéncia Kaplan-Meier segons I'edat. A| 12 mesos en el
moment del diagndstic. B| 18 mesos en el moment del diagndstic. C |24 mesos en el
moment del diagnostic. D | Segons la classificaci6 Patologica internacional del
Neuroblastoma (INPC). Adaptat de (Sano et al., 2006).

Degut a que el pronostic dels pacients amb neuroblastoma és significativament millor en els
infants de menor edat, es van iniciar programes de cribatge massiu a Japd, Europa i Ameérica
del Nord, amb el proposit de detectar primerencament aquests pacients. No obstant, aquests
programes de prevencié van produir un augment en el nombre de deteccions de tumors clinica i
bioldgicament favorables, perd no va produir una disminucié de la prevalenca dels nens majors
d’'un any amb malaltia avancada, ni de la ratio de morts totals (Maris et al., 2007). Resultats
que suggereixen que els tumors detectats pertanyen a una classe de tumors que probablement

haurien remés de forma espontania abans de que es produis simptomatologia clinica. També
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sembla indicar que els tumors d’elevat risc, normalment en infants en edats superiors a I'any,
no s’originen de I'evolucié de tumors de baix risc, siné que sorgeixen com a tals(van Noesel et
al., 2003) .

Comportament biologic dels tumors neuroblastics

Aguests tumors es caracteritzen per tenir comportaments biologics Gnics, que sén:
1. Involucié/regressié espontania

La involucié o regressid espontania, és un procés que s’ha observat durant la vida embrionaria,
especialment en el desenvolupament del sistema nerviés periféric i central, que es caracteritza
per una mort cellular massiva de neuroblasts encara immadurs abans de que pugui finalitzar el

procés de diferenciacio.

L’existéncia de regressié espontania en neuroblastomes clinicament evidents ha estat descrita
en articles des de principis del S.XX, pero no va ser fins al 1971 que va ser descrita com a
estadi 4-S, de I'anglés special (aquest i els demés estadis es descriuen en I'apartat Classificacio
dels neuroblastomes) (Hass D et al, 1988). S6n varies les hipotesis postulades per a donar
explicacié a aquest fenomen, basades en mecanismes immunologics, i en la manca de factors
neurotrofics que podrien estar contribuint a la mort celular en aquests casos (Redlinger et al.,
2004). No obstant, actualment encara no és coneix amb certesa el mecanisme biologic que
indueix aquesta involuci6. Semblen existir perd requisits genétics que permetrien el procés de
regressio, com el brac curt del cromosoma 1 intacte, manca d’amplificacié d’'NMYC i contingut
d’ADN proxim a la triploidia (Brodeur, 2003). La incidéncia de regressié espontania en els
neuroblastomes és entre 10 i 100 cops superior que en qualsevol altre tipus de cancer huma
(Brodeur, 2003).

2. Maduracio

La maduracié espontania de tumors neuroblastics és un fenomen ampliament documentat
(Shimada et al., 1984). Els tumors neuroblastics estan formats per dues poblacions cellulars
majoritaries, les céllules neuroblastiques/ganglionars i les céllules de Schwann (Ciccarone et
al., 1989; Ross and Spengler, 2007; Walton et al., 2004). Inicialment es pensava que ambdues
s’originaven d’un Unic clon neuroblastic neoplastic, perd estudis més recents semblen indicar

que les céllules de Schwann podrien ser reclutades del teixit no neoplasic de I'entorn per les
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céllules tumorals ((Ambros et al., 2002; Coco et al., 2005). En base a aquests resultats i als
coneixements sobre l'interaccié que es produeix entre neuroblasts normals i céllules de
Schwann o céllules glials (Reynold et al, 1993), es suggereix que els neuroblasts neoplasics
podrien estar produint mitdgens i factors quimiotactics que actuarien reclutant les céllules de
Schwann. En retorn, les céllules de Schwann, un cop en el teixit tumoral, alliberarien factors
antiproliferatius i inductors de diferenciacidé cellular, crucials per a la diferenciacié neuronal
(Ambros et al., 1996). No obstant, aquests resultats entren en contradiccié amb els publicats
per Gerald i collaboradors, els quals han descrit anomalies en el 'ADN de les céllules de
Schwann que suggereixen que ambdues céllules, neuroblastiques i Schwann, sén malignes i

deriven d’una céllula progenitora pluripotent comd (Mora et al., 2001a).

3. Proliferacio agressiva

La majoria dels neuroblastomes detectats clinicament no pateixen regressié espontania ni
maduracid, i es presenten com a tumors en estadis avancgats (estadi 3 o 4). S’ha suggerit
I'existeix d’'una connexié entre I'agressivitat del tumor i aberracions cromosomiques
especifiques, com I'amplificacié de I'oncogen NMYC, delecions del brac curt del cromosoma 1 i
la di/tetraploidia del contingut d’ADN. A més a més hi ha una proporcié poc definida de
neuroblastomes localitzats o en estadi 4-S que potencialment poden evolucionar a estadi 4.
(van Noesel and Versteeg, 2004;Van Roy et al., 2009).

Classificacio dels neuroblastomes

Classificacio histologica

Al 1984, Shimada i collaboradors (Shimada et al., 1984) van idear una classificacid que
relacionava les caracteristiques histopatologiques dels tumors amb el seu comportament clinic,

la Classificaci6 de Shimada. Els tumors eren classificats en favorables o no favorables

depenent del grau de diferenciacié neuroblastica, el contingut en céHules de Schwann, I'index
mitosi-karyorrhexis i I'edat de pacient en el moment del diagndstic. Posteriorment, I'any 1994,
en un esfor¢ cooperatiu internacional per a desenvolupar els Grups de Risc Internacionals del
Neuroblastoma, el International Neuroblastoma Pathology Commite (INCP), en base al model
proposat per Shimada, va iniciar les seves activitats per a crear una classificacié morfologica
internacional dels tumors neuroblastics. La seva finalitat era estandarditzar els criteris

morfologics i la terminologia, establint una classificacié morfoldgica que fos significativa a nivell
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prondstic, bioldgicament rellevant, i reproduible. El resultat va ser la Classificacié Patologica

Internacional del Neuroblastoma (les seves sigles en anglés sén INPC), la qual diferencia els

tumors neuroblastics en 4 categories morfologiques, principalment en base als canvis
morfologics associats a la seqliéncia de maduracié (actualment encara no hi ha indicadors
fidedignes per a predir la involucié) (Peuchmaur et al., 2003; Sano et al., 2006; Shimada et al.,
1999a; Shimada et al., 1999b):

1. Neuroblastoma (estroma pobre en céllules de Schawnn)

Sén tumors poc diferenciats, amb abundants neuroblasts i poques céllules de Schwann (Figura

19 Dreta). Dins d’aquest grup existeixen tres subtipus: (i) el neuroblastoma indiferenciat, format
per céllules indiferenciades, de mida petita a intermédia, amb molt poc citoplasma, i amb un
nucli arrodonit o allargat, amb la cromatina amb aparenca de “salt i pebre” i podent contenir

més d’un nucléol; (ii) el neuroblastoma pobrament diferenciat, on només el 5 % o menys de la

poblacié cellular tumoral presenta caracteristiques de diferenciacié cellular cap a céllules
ganglionars, tenen una major mida i morfologia estranya, amb un gran nucli que conté un o

varis nucléols prominents; (iii) el neuroblastoma en diferenciacié, conté un 5 % o més de les

céllules amb caracteristiques de diferenciacié. Sén céllules que presenten un nucli engrandit,

excentric, amb la cromatina vesicular i normalment un Unic nucléol.

Figura 19. Els tumors neuroblastics varien en grau de diferenciacié. Esquerral|
Neuroblastoma, estroma-ric amb céllules de Schwann i ganglionars prominents. Dreta|
Neuroblastoma, estroma-pobre format per petites céllules arrodonides densament
compactades i amb escas citoplasma. Adaptat de (Maris et al., 2007).
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2. Ganglioneuroblastoma intermedi (estroma ric en céllules de Schawnn)

Es tracta d'una categoria intermédia que posseeix caracteristiques d’ambdés, neuroblastomes i
ganglioneuromes ben diferenciats, i on la proporcié del component ganglionar respecte el
neuroblastic ha de ser superior al 50 % del volum total de la secci6 del tumor observada (Figura
19 Esquerra). Els focus de céllules neuroblastiques, formats per una barreja de céllules en
diferents estadis de diferenciacié estan ben definits i es troben repartits de forma aleatoria pel

teixit ganglioneuromatos.
3. Ganglioneuroma (estroma on dominen les céllules de Schwann)

Existeixen dos subtipus de ganglioneuromes: (i) el ganglioneuroma en maduraci6 esta format
per un estroma ganglioneuromatés dominant i focus de neuroblasts diferenciats i/o de céllules
ganglionars en maduracié, acompanyat de céllules ganglionars madures. En el total del teixit
tumoral predomina I’estroma ric en céllules de Schwann. (ii) el ganglioneuroma madur és un
subtipus caracteritzat per un estroma format per céllules de Schwann i céllules ganglionars,

sense component neuroblastic.
4. Ganglioneuroblastoma nodular (barreja d’estroma ric/estroma dominant /estroma pobre)

Es caracteritza per la preséncia de noduls neuroblastics macroscopics (d’estroma pobre en
céllules de Schwann) i freqientment hemorragics, coexistint amb ganglioneuroblastoma
intermedi o ganglioneuroma. L’estroma es defineix com a barreja per estar el tumor format per
clons biologicament diferents. Existeixen quatre variants de ganglioneuroblastomes nodulars: (i)
classic, amb les caracteristiques que acabem de d’escriure; (ii) de multiples noduls, visibles
macroscopicament; (iii) gran, quan el teixit macroscopicament s’assembla al neuroblastoma,
perd microscopicament s’observa que esta envoltat per teixit ganglioneuromatos; (iiii) sense
nodul, quan el tumor primari és un ganglioneuroblastoma perd s’ha produit metastasi amb

caracteristiques neuroblastiques.

Classificaci6 clinica i biologica

Per tal de facilitar la comparacié dels processos clinics en tot el mén, la Fundacidé de Recerca
Wiliam Guy Forbeck va promocionar una conferencia internacional ara fa més de 20 anys. Els
resultats de la conferencia van publicar-se com el Sistema de Classificacié Internacional dels

Neuroblastomes (International Neuroblastoma Staging System (INSS)), adquirint aquesta
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classificacié gran rellevancia internacional (Brodeur et al., 1993; Kushner et al., 1996). En
I'actualitat és el métode més utilitzat en termes de documentacié de I'estadi i extensié de la
progressio de la malaltia, tant en el moment del diagndstic com per a establir un protocol de

tractament adequat (Ishola and Chung, 2007; Maris et al., 2007).

El INSS classifica els neuroblastomes en diferents estadis d’acord amb la localitzacio i extensio

del tumor primari, i 'abséncia o preséncia de metastasi, tal i com s’especifica en la Taula 1.

International Neuroblastoma Staging
System (INSS)

M\} L
Y ’

\
st

Taula 1

Sistema Internacional de Classificacio dels Neuroblastomes (INSS)
Estadi | Definicié

1 Tumor localitzat amb reseccié complerta amb o sense malaltia
residual microscopica; noduls limfatics ipsolaterals negatius
per tumor (els ndduls enganxats al tumor poden ser positius)

2A Tumor localitzat amb reseccié incomplerta; noduls limfatics
ipsolaterals no adjacents negatius
2B Tumor localitzat amb o sense reseccié complerta amb noduls

limfatics ipsolaterals no adjacents positius per tumor; nodul
limfatics contralaterals negatius

3 Tumor unilateral sense possible resecci6 infiltrat a través de la
linia mitja, amb o sense implicacid dels noduls limfatics
regionals; o tumor unilateral localitzat amb implicacié dels
noduls limfatics de la regi6 contralateral; o tumor en la linia
mitja amb extensié bilateral per infiltracid (impossible la
reseccid) o per implicacié de nodul limfatics

4 Qualsevol tumor primari amb disseminacié a noduls limfatics
distants, os, medulla dssia, fetge, pell o altres organs (excepte
els definits en estadi 4S)

4S Tumor primari localitzat (com esta definit per als estadis 1, 2A
0 2B), en infants amb edat inferior a I'any amb disseminacid
limitada a pell, fetge o medulla ossia (<10% céllules malignes)
Adaptat de Maris et al. (2007)
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Endemés de la constatada importancia pronostica de la classificacié histologica i clinica,
estudis simultanis han evidenciat una bona correlacié entre la diversitat en comportament clinic
dels neuroblastomes i algunes caracteristiques biologiques d’aquests tumors. Des de llavors
mdltiples combinacions de variables pronostigues han estat utilitzades per a la classificacié en
grups de risc i de tractament. No obstant, els factors seleccionats per a I'assignacié dels tumors
en aquests grups no soén uniformes; I'amplificaci6 de NMYC com a factor de pronostic
desfavorable és emprada per tots en la classificacié en grups de risc i decisions terapéutiques,
perod altres caracteristiques genétiques pronosticament significatives no han estat incorporades
en tots els esquemes de classificacio, i només alguns grups inclouen la histologia tumoral
(Ambros et al., 2002; Mora et al., 2001b; Umehara et al., 2000).

Amb la finalitat de desenvolupar una aproximacié consens dels pacients amb neuroblastoma de
tot el mén que també inclogués marcadors biologics, es va dissenyar un nou sistema de
classificacio, el Sistema de Classificacio Internacional dels Neuroblastomes en Grups de Risc
(International Neuroblastoma Risk Group (INRG) Stagining System (INRGSS)). Un equip de
treball format per representants de les majors cooperatives pediatriques de tot el mén es va
trobar al 2005 per tal d’analitzar les dades obtingudes de 11054 pacients. L'esquema
consensuat de classificacidé resultant d’aquest esfor¢ inclou en I'esquema de classificacio:
I'estadi INRG (descrit a continuacié), I'edat, la categoria histologica, el grau de diferenciacio,
I'estat de NMYC, la presencia o abséncia d’aberracions en 11q i la ploidia cellular. Com a
resultat de la utilitzacié d’aquests criteris s’obtenen 16 grups pretractament de pacients
estadistica i/o clinicament diferents (llistats de la A a la R) (Taula 2) (Figura 20) (Maris et al.,
2007; Monclair et al., 2009; Mullassery et al., 2009).

En el INRGSS, I'extensi6 de la malaltia locoregional es determina per I'abséncia o preséncia de

factors de risc, L1 i L2 respectivament, sent aquests generalment tumors de baix risc. L'estadi
M s'utilitza per la malaltia ampliament disseminada (tumors de pronostic nefast), i el MS
descriu aquells neuroblastomes que metastatitzen Gnicament a pell, fetge i medulla Ossia
sense implicacié de I'os cortical, i en infants de 0 a 18 mesos amb tumors primaris L1 o L2 (en
aquest darrer grup s’englobaria aquells neuroblastomes que es caracteritzen per regressio

espontania o diferenciacio, inclls sense cap tipus de tractament).

En aquestes classificacions, cada cop sén més utilitzades les técniques d’'imatge, que ajuden
tant en el diagnostic com en I'avaluacié de la progressié i extensié de la malaltia a organs
adjacents. Les radiografies, els ultrasons, la tomografia computaritzada, la ressonancia
magnética i I'escaner ossi, es troben entre les més utilitzades ((Castleberry, 1997) (Figura 21).
Existeixen a més a més evidéncies de que les caracteristiques radiologiques del tumor primari

son Utils a I’hora de predir el succés i seguretat de la cirurgia (Cecchetto et al., 2005).
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Taula 2
Sistema de Classificacio Internacional dels Neuroblastomes en Grups de Risc
Estadi Edat Categoria Grau de NMYC Aberracié 11q Ploidia Pretactament
INRG (mesos) Histologica diferenciacié de Grup de
tumoral Risc
L1/L2 GN en
gﬁg”rac"" A Molt baix
intermitg
L1 Qualsevol, NA B Molt baix
excepte el
GN en
maduracio; Amp K Elevat
GNB
intermitg
L2 Qualsevol, NO D Baix
excepte el
b :;?wlzdurackei;n NA .
GNB Sl G Intermedi
intermitg
Diferenciat NA gllo Bl
>18 S(l)\ldBmar; \& Ppbramgnt NA H intermedi
diferenciat o Amp N elevat
indiferenciat
M <18 NA Hiperdiploid  F Baix
<12 NA Diploid | intermedi
De 12 NA Diploid J Intermedi
a<18
<18 Amp O Elevat
>18 P Elevat
MS NA No C Molt Baix
Si Q Elevat
Amp R Elevat

GNB: ganglioneuroblastoma; GN: ganglioneoroma; NB: neuroblastoma; NA: no amplifica; Amp.: amplificat

Adaptat de Cohn et al. (2009)

rwival rate (%)
=)
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Figura 20. Supervivéncia dels pacients amb neuroblastoma en base al seu grup de risc.
Adaptat de Maris et al. (2007).
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Figura 21. Diagnostic per I'imatge. L'escintigrafia amb el marcador metaiodobenzil-
guanidina (MIBG) (es concentra selectivament en més del 90 % dels neuroblastomes)
permet visualitzar els maltiples focus de malaltia, incloent os i teixit tou. Adaptat de Maris
et al. (2007).

La genética dels neuroblastomes

En les darreres décades, diverses aberracions genétiques s’han identificat en tumors
neuroblastics i linies cellulars tumorals de neuroblastoma. Els patrons emergents de mdltiples
defectes genétics, com I'aneuploidia, guanys i pérdues cromosomiques i I'amplificacié de
material cromosomic, semblen reflectir les diferents entitats cliniques i han conduit a una millor
classificaci6 terapéutica dels pacients. A continuacié resumirem breument aquelles aberracions
genétiques clinicament més rellevants (Janoueix-Lerosey et al., 2010; van Noesel and Versteeg,
2004; Van Roy et al., 2009).

L'aberracié genética més habitualment associada a mal pronostic en el neuroblastoma és
I'amplificacié genomica de I'oncogen NMYC (de 50-500 copies). NMYC pertany a la familia
d’oncogens MYC, i actua com a activador transcripcional formant heterodimers d’unié a ’ADN
amb la proteina MAX, un membre de la familia MAX/MAD (Wenzel and Schwab, 1995). Aquest
factor oncogénic es troba ampliament expressat en la periféria de la cresta neural i té funcions
critiques en la regulacié de la progressié pel cicle celular, la diferenciacié i I'apoptosi (Johnsen
et al., 2009). Dades recents suggereixen que I'expressié génica elevada de NMYC/c-MYC és un
marcador de progressié maligne en els neuroblastomes, i que ¢c-MYC probablement tingui un
paper important en aquells tumors agressius que no tenen NMYC amplificat (Janoueix-Lerosey

et al., 2010). L'amplificaci6 de NMYC es produeix en més del 20 % dels tumors primaris i
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correlaciona fortament amb estadis avancats de la malaltia i poc éxit terapéutic (van Noesel
and Versteeg, 2004; Van Roy et al., 2009). La seva associacié amb mal pronostic en pacients
que si no fos per aquest motiu tindrien bon prondstic, com tumors locoregionals o malaltia en
estadi 4S segons la classificacio INSS, posa de manifest la seva importancia biologica, tot i que
la seva participacio en el fenotip agressiu encara no es ben coneguda. Actualment I'amplificacié
de NMYC s'utilitza en la identificacié dels pacients d’elevat risc i forma part de tots els criteris
internacionals per a la classificacié d’aquests pacients en grups de tractament (Maris et al.,
2007; van Noesel and Versteeg, 2004).

L’amplificacié de I'oncogen NMYC s’associa a més a més a la sobreexpressidé del factor de
transcripcié H-TWIST (Puisieux et al., 2006). Es pensa que la cooperacidé entre aquestes dues
oncoproteines participa en el desenvolupament del neuroblastoma, N-Myc promovent la
proliferacié cellular i H-Twist contrarrestant les propietats proapoptotiques de la sobreexpressio
de N-Myc mitjancant el bloqueig de la via ARF/p53 (Puisieux et al., 2006; Valsesia-Wittmann et
al., 2004).

Delecions de bra¢ curt del cromosoma 1 (1p) s’han identificat en un 25-35 % dels
neuroblastomes primaris. Aquestes delecions correlacionen amb I'amplificacié de NMYC i amb
estadis avancats de la malaltia. No obstant, el gen o gens en el cromosoma 1p involucrats en la
patogenesi dels neuroblastomes no han pogut ser identificats tot i la intensa recerca. Si la
pérdua d’heterozigosi deguda a la deleci6 dels allels de 1p és un indicador independent de
prondstic, segueix sent controvertit. No obstant, algunes evidencies suggereixen que la pérdua
d’allels en 1p36 prediuen un risc incrementat de recaiguda en pacients amb tumors localitzats
(Maris et al., 2007; van Noesel and Versteeg, 2004; Van Roy et al., 2009).

La pérdua allélica del brag llarg del cromosoma 11 (11q) es troba present en més d’'un 22 %
dels tumors primaris. Aquesta aberracié genética rarament s’observa en tumors amb NMYC
amplificat, tot i que si es manté associada a altres caracteristiques indicatives d’elevat risc (Guo
et al., 2000; Spitz et al., 2003). Les dades suggereixen que un o més gens supressors de
tumors es localitzen en 11q, trobant-se inactivats en els tumors malignes d’elevat risc sense
amplificacié de I'oncogen NMYC (Maris et al., 2007; van Noesel and Versteeg, 2004; Van Roy et
al., 2009).

El guany de 1-3 copies adicionals de 174, sovint a través d’una translocacié amb el cromosoma
1 o 11, també correlaciona amb un fenotip més agressiu (Bown et al., 1999). Aquesta és
I'aberrracio genética més comu, produint-se aproximadament en el 80 % dels neuroblastomes.
Els punts de trencament de 17q varien, pero el guany d’'una regidé que es troba entre 17q22-

gter suggereix que I'efecte dosi d’'un o més gens proporciona avantatges selectius. Els gens
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candidats inclouen BIRC5 (survivina), NME1 i PPM1D, els qual es troben sobreexpressats en
aquest subgrup de tumors (Maris et al., 2007; van Noesel and Versteeg, 2004; Van Roy et al.,
2009).

L’index de DNA o ploidia també és un marcador pronostic per a pacients amb edats inferiors als
2 anys amb malaltia disseminada. L’aneuploidia (guanys i/o pérdues d’'un o més cromosomes
d’'un genoma diploid) és una forma d’inestabilitat génica freqlentment observada en els
neuroblastomes. El contingut en ADN d’aquests tumors pot separar-se en dos grups: propers a
la diploidia (aproximadament el 45 %) o hiperdiploids, sovint propers a la triploidia
(aproximadament el 55 %). Els mecanismes que condueixen a aquestes formes d’inestabilitat
genética en els cancers humans i en els neuroblastomes sén encara poc clares. Models
genétics de neuroblastomes suggereixen que els tumors menys agressius tenen un defecte
fonamental en la mitosi associada al global de guanys i pérdues cromosomiques, que podrien
explicar perqué la proximitat a la triploidia sembla ser favorable (Kaneko, 1990; Look et al.,
1991). Pel contrari, els més malignes tenen un defecte fonamental en la seva estabilitat
gendmica que resulta en reorganitzacions cromosomiques, translocacions desequilibrades i
manteniment d’un contingut d’ADN proper a la diploidia (Brodeur, 2003). En general, podriem
dir que lesions genétiques encara no identificades serien la causa dels defectes en la ploidia

observats en els neuroblastomes (van Noesel and Versteeg, 2004; Van Roy et al., 2009).

La predisposicié hereditaria als neuroblastomes Unicament s’ha observat en un 1% dels

pacients, perd les seves causes son encara molt poc conegudes. Recentment s’han identificat
mutacions en els gens PHOX2B i ALK com a factors que predisposen a aquesta neoplasia,
estant ambdds gens implicats en el desenvolupament del sistema nerviés, podent ésser el nexe

d’unié entre aquest procés i I'origen d’aquest cancer (Janoueix-Lerosey et al., 2010).

Tractament

Els métodes de tractament emprats en la terapia contra el neuroblastoma inclouen la cirurgia,
la quimioterapia, la radioterapia i la immunoterapia, aixi com Gnicament I'observacié en alguns
casos cuidadosament seleccionats. Tot i que la malaltia localitzada pot ésser tractada
Gnicament per cirurgia, la terapia estandard per als pacients amb metastasi normalment inclou
quimioterapia intensa, cirurgia local i quimioterapia mieloablativa, seguida de transplantament
de céllules mare autologues, radioterapia externa i tractament amb acid retinoic. El rang de
supervivéncia global pels infants amb neuroblastoma metastasic és aproximadament del 40%,

tot i I'intensa terapia multimodal (Ishola and Chung, 2007;Mullassery et al., 2009).
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Els agents quimioterapéutics més comunament utilitzats sén la ciclofosfamida, I'ifofosfamida,
la vincristina, la doxorubibina, el cisplati, el carboplati, I'etoposid i el melfalan. Per als tumors
d’estadis més avancats pero, la combinacio terapéutica resulta inefectiva per a erradicar la
malaltia, no obstant sovint redueix la mida del tumors primari en estadis avancats, permetent la
seva reseccio. Tot i que la terapia combinada intensa produeix una millora en la supervivéncia a
llarg termini, aproximadament el 50 % dels pacients amb neuroblastoma d’elevat risc acaben
desenvolupant recidives, i les toxicitats secundaries segueixen sent un problema crucial. Nous
adjuvants i/o agents terapéutics sén necessaris per a millorar els efectes beneficiosos de la
quimioterapia i reduir els efectes secundaris adversos. Entre els potencials tractaments i/o
adjuvants terapéutics futurs trobem la terapia amb acid retinoic, la inhibicié de les vies
activades per NMYC, la modulacié de péptids pro-angiogenics i la manipulacidé epigenética
(Ishola and Chung, 2007;Mullassery et al., 2009).

Caracteristiques dels diferents tipus cellulars presents en cultius ceHulars i

tumors primaris

Son varis els treballs que des del 1973 han revelat la preséncia de tres tipus cellulars en les
linies cellulars de neuroblastoma huma, les anomenades tipus N, semblants a céllules
precursores simpaticoadrenals, les tipus S, céllules no neuronals, adherents a substrat, que
representen céllules precursores glials/melanoblastiques, i el fenotip anomenat |, d’intermedi,
per presenta una morfologia intermédia entre les N i les S, amb caracteristiques que
ressemblen aquelles de les céllules mare (Figura 21) (Ciccarone et al., 1989; Ross et al., 2003;
Ross and Spengler, 2007; Walton et al., 2004).

En cultiu cellular els tres tipus cellulars tenen diferents patrons de creixement i morfologia. Les
tipus N (neuroblastic/neuroendocri), provinents de llinatges especifics de la cresta neural,
tenen aparenca de neuroblasts immadurs, amb cossos cellulars petits i un elevat ratio
nucli/citoplasma, neurites curtes, i en ocasions nombroses. La majoria de cultius cellulars tipus
N tenen una elevada densitat de saturacié i es caracteritzen per la formacié d’agregats i una
baixa adhesié a substrat. Les cellules tipus S en canvi tenen el seu origen en cellules
precursores de les céllules de Schwann i melanoblastiques, caracteritzant-se per la seva mida,
forca més gran que la de les anteriors, la no preséncia de processos neuritics i la capacitat
d’adherir-se fortament a substrat. Sén céllules planes i llargues, amb un nucli ovalat prominent
i abundant citoplasma. Poden presentar fil-lopodis perd no processos neuritics. En cultiu formen

monocapes i mostren inhibicid per contacte. El tercer fenotip, les céllules tipus |, mostren una
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morfologia i caracteristiques intermeédies entre les N i les S. S’adhereixen igual de bé a substrat
que a altres céllules, tenen un nucli rodé i prominent com les céllules N, perd una major
guantitat de citoplasma, i poden o no tenir neurites ocasionals. En cultiu creixen en multiples
capes amb agregats multifocals. Aquestes céllules semblen representar una céllula mare més
primitiva, amb capacitats de diferenciaci6 bidireccional i d’autorenovacié. (Ross and Spengler,
2007; Walton et al., 2004).

Figura 22. Fotografies de microscopia de contrast dels tres fenotips presents en les
céllules de neuroblastoma. A|Céllules tipus N, SK-N-CH. B|Cé|-|u|es tipus S, SH-EP1.
C | CeMules tipus I, SK-N-JD; D | SK-N-LP; E | SK-N-HM; i F | SK-N-ER. Adaptat de Walton et
al. (2004).

Aquests tres tipus fenotipics presents en la majoria de linies cellulars tenen diferents potencials
tumorogénics ((Spengler et al., 1997). Mentre les tipus S semblen no ser malignes, al mostra
nul o minim creixement independent d’ancoratge en agar tou i no formar tumors en ratolins
atimics, les N formen tumors en un 30- 100 % dels ratolins atimics inoculats, i tenen eficiéncies
de creixement en agar tou forga superiors a la de les S. Per Ultim, el fenotip | és el que mostra
una major capacitat per formar tumors i les millors eficiéncies de creixement dels tres tipus

cellulars.
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Estudis bioquimics han confirmat aquests tres tipus cellulars. Les céllules N contenen tirosina
hisdroxilasa, dopamina-B-hidroxilasa i les tres proteines del neurofilament (NF68, NF100 i
NF200) entre d’altres. Mentre que les céllules tipus S tenen un fenotip similar al de les céllules
precursores de Schawnn/glials/melanobastiques i mostren marcadors comuns amb aquestes,
el filament intermedi vimentina, la proteina receptora de membrana involucrada en les
interaccions céllula/matriu CD44, la proteina d’uni6 actina ACTN i la proteina nuclear S100A6
(calciclina), junt amb I'abséncia de marcadors neuronals. Les céllules tipus | expressen
marcadors d’ambdos tipus cellulars, suggerint que aquest fenotip podria correspondre al d’'una
céllula precursora que podria originar els fenotips més diferenciats N i S. De moment s’han
suggerit com a marcadors proteics d’aquestes céllules CD133 i c-kit (CD117), ambdos presents

en cellules mare (Ross and Spengler, 2007; Walton et al., 2004).

Tots tres tipus celulars sén multipotents, mostrant ser céllules precursores capaces de
diferenciar-se seguint diferents rutes de diferenciacioé de la cresta neural (Ross and Spengler,
2007). Les célules | poden convertir-se tan en les S com en les N (Ross et al., 2002). Les N
poden diferenciar-se en céllules neuronals o glials, mentre les S poden diferenciar-se en
melanocits, céllules de muscul llis o céllules de Schwann (Sugimoto et al., 2000). En cultiu a
més a més les S poden transdiferenciar en N i a I'inversa (Sugimoto et al., 1988; Tsunamoto et
al., 1988).

Aguesta heterogeneitat cellular també s’ha observat en tumors primaris de neuroblastoma, on
el marcatge histologic ha mostrat la preséncia de neuroblasts en diferents estadis de
diferenciacié (céllules N), de céllules estromals (S), d’origen tumoral o no, i céllules intermédies
| (Mora et al., 2001a; Ross et al., 2003). Aixi doncs les linies cellulars de neuroblastoma no sén
artefactes del cultiu in vitro, sin6 que molt probablement representin I'heterogeneitat cellular
present en un tumor in vivo, i per tant els resultats dels estudis de resposta a agents morfogens
i quimioterapéutics realitzats en cultiu en les diferents variants cellulars del neuroblastoma,

poden servir com a guia directe del que podria produir-se en el pacient.
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Les Prodiginines i la Prodigiosina

Introduccio

La natura és una inesgotable font de compostos quimics amb activitats biologiques
interessants per a aplicacions mediques (Newman and Cragg, 2007). Aquest va ser el motiu pel
qual el grup del Dr. Ricardo Pérez-Tomas, amb el qual varem collaborar durant la realitzacié
d’aquesta tesi doctoral, es va interessar en la identificacié de substancies d’origen natural amb
propietats anticanceroses. La recerca elaborada en el seu grup a partir del sobrenedant
obtingut de la cepa bacteriana Serratia marcescens 2170, va permetre identificar una
substancia quimica amb propietats anticanceroses, el tripirrol conegut com a prodigiosina (PG).
La realitzacié d’alguns estudis amb aquest compost va proporcionar resultats prometedors en
linies canceroses humanes, dades que ens van animar a estudiar el seu efecte en el nostre

model de treball.

Historia del bacteri Serratia marcescens (S.marcescens)

En el pa conservat en determinades condicions de temperatura i humitat poden desenvolupar-
se unes colonies de bacteris que li proporcionen una coloracié vermellosa i un aspecte viscos,
una aparencga que les creences populars relacionaven amb “pa ensagnat”. Es impossible saber
amb exactitud quan va ser la primera vegada que algl va veure, aparentment, un aliment
“ensagnat”. El primer relat del que es té constancia referent a aquest fet data del 332 a.C,,
quan Alexandre Magne i les seves tropes estaven assetjant la ciutat de Tiro, en plena conquesta
d’Asia. Aquesta és probablement la primera referéncia a una contaminacié deguda a
S.marcescens. Les colonies d’aquest bacteri, a I'arribar a la seva madurés, adquireixen un
aspecte vermellds i viscos que es pot confondre amb el de la sang. Aquest fet deuria succeir en
molt llocs del moén, perd és en la societat occidental on es troba el major testimoni escrit, degut

a la gran controveérsia religiosa que va causar (Gaughran, 1969).

Durant I'edat mitja, es van succeir en Europa diversos casos de “miracles” consistents en
I'aparicié de sang en el pa consagrat utilitzat en la cerimonia cristiana de I’Eucaristia. No seria
fins molt més tard que es va atribuir aquest fet al creixement de la bactéria S.marcescens. El
més famos d’aquests successos va ocorre al 1263 durant la celebracié d’'una missa en una
petita església prop del llac Bolsena, a Italia. El sacerdot que oficiava la missa patia una crisi de

fe i a I'anar a beneir els elements de la comunié, va veure com des del pa consagrat “gotejava
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sang” fins a tacar el seu habit. Aquest succés fou anomenat “El Miracle de Bolsena”, essent la

causa de l'instituci6 de la celebracio6 religiosa del Corpus Cristi (Figura 23).

Figura 23. El Miracle de Bolsena. Pintura realitzada per Rafael que es troba en una de les
parets del Vatica. El mossén Pere de Praga es mostra preparant la comunié en I'església
de Santa Cristina a Bolsena, Italia. La imatge mostra a un Pere sorprés al descobrir “sang”
en el pa consagrat.

Les aparicions de sang possiblement atribuibles a S.marcescens han estat moltes durant el
curs de I'historia, perd no va ser fins al 1819 que una série de successos foren clau per a
desvetllar dit misteri. En un petit poble anomenat Pione di Sacco va saltar I'alarma al aparéixer,
en molt poc temps, nombrosos casos d’aliments sanguinolents en las cases de molts veins. Va
ser llavors quan, por primera vegada, es va dur a terme una investigacio oficial sota la direccio
del Dr. Vincenzo Sette per tal de descobrir que era el causant de dites taques vermelloses en el
menjar. En Sette va concloure qué un fong era el causant de d’aquest fenomen, anomenant a
I’organisme Zaogalactina imetropha, del grec “limo/baba vivent situada en el menjar” (Bennett
and Bentley, 2000).

Al mateix temps, i de forma independent, un farmacéutic anomenat Bartolomeo Bizio, que

posteriorment seria professor de la Universitat de Padua, va examinar unes taques vermelloses

sobre polenta, una sémola de blat molt coneguda a Italia. Bizio també va classificar I'organisme
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com un fong i el va anomenar amb el nom que s’utilitza en I'actualitat de S.marcescens (Bizio
B, 1823). Va emprar el nom de Serratia en honor al fisic italia Serafino Serrati, inventor de la

magquina de vapor i marcescens, del llati “macerat” per I'aspecte mucilaginés de la substancia.

Ambdés van cometre I'error de catalogar-lo com a fong perd foren els primers en donar
explicaci6 als anomenats “miracles” a I'evidenciar que el material rogenc que apareixia en el
menjar era degut a un organisme viu, i que es podia transmetre per inoculacié com si fossin
llavors. Alhora, van contribuir en gran mesura a la microbiologia moderna al ser els primers en

utilitzar un medi solid, la polenta, per a cultivar microorganismes.

El génere Serratia

El genere Serratia esta classificat dins de la familia de les Enterobacteriaceae. Sén bacils de
0.5-0.8 ym de diametre i 0.9-2.0 um de longitud, gram-negatius, anaerobis facultatius,
quimioorganotrofics i generalment mobils gracies a flagels peritrics. Creixen bé de 30-37 °C i es
poden trobar en ambients molt diversos, des de mostres cliniques, terra, aigua, superficie de
plantes, tracte digestiu de rosegadors i insectes, etc. Algunes especies poden estar
involucrades en bacteriémies o poden ser aillades a partir d’esputs sense cap importancia
clinica. Algunes causen mastitis en vaques i altres infeccions animals (Holt et al., 1994). En
I’actualitat, dins del genere Serratia podem trobar deu espécies diferents: S. entomophila, S.
ficaria, S. fonticola, S. grimesii, S. liquefaciens, S. marcescens, S. odorifera, S. plymuthica, S.
proteamaculans y S. rubidaea (Holt et al., 1994). Algunes espécies i biotips de Serratia
produeixen el pigment rogenc anomenat prodigiosina, que pot variar de tonalitat, dependent de
I’edat de la colonia. La produccié del pigment depén d’unes condicions especifiques del medi
de creixement (Hearn et al.,, 1968; Quadri and Williams, 1974). De totes les espécies del
génere, només S.marcescens (Figura 24), S.plymuthica y S.rubidaea sén productores de PG
(Grimont and Grimont, 1978).

S.marcescens és un bacteri saprofit que es troba en ninxols ecologics molt diversos, essent
freqUent en aliments rics en midd, i endemés creix en condicions extremes, inclis en presencia
de desinfectants, antiséptics i aigua destillada (Grimont and Grimont, 1978). Es un bacteri
patogen oportunista que provoca infeccions nosocomials en pacients hospitalitzats, causant
septicémia, meningitis, infeccions del tracte respiratori i urinari, endocarditis i infeccié de
ferides (Holt et al., 1994). Existeix una elevada tendéncia entre les soques hospitalaries a ser
no pigmentades, i dificilment diferenciables d’altres organismes coliforms, mentre que els

biotips pigmentats son ubics (Hejazi and Falkiner, 1997).
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Figura 24. Serratia marcescens. Esquerra| Placa de cultiu de coldnies de la bactéria
cromogénica S. marcescens. Degut al caracteristic color vermell del metabdlit secundari
prodigiosina les colonies semblen gotetes de sang. Dreta||matge de microscopia
electronica del bactéria S. marcescens.

Les prodiginines

La prodigiosina pertany a la familia de les prodiginines, una familia de pigments vermells que
s6n metabolits secundaris bioactius produits tant per bacteris grampossitius com
gramnegatius, que es caracteritzen por compartir una estructura quimica basica tripirrdlica,
coneguda com a prodigiosen. Recentment, aquestes molécules han tornat a despertar interés

degut a les seves propietats immunosupressores i anticanceroses.

En la natura, aquests metabolits secundaris son produits per un grup restringit d’eubacteris i
actinomicets, havent-se aillat majoritariament de bacteris gramnegatius. Els organismes més
rellevants soén Serratia spp, Streptomyces spp i varies bactéries marines incloent Hahella
chejuensis i Pseudoalteromonas denitrificans. De les deu espécies de Serratia només tres, S.
marcescens, S. plymuthica i S. rubidaea han estat descrites com a productores de prodigiosina.
Pigments similars a la prodigiosina han estat aillats de diversos bacteris, incloent Streptomyces
coelicolor, Pseudomonas magnesiorubra, Vibrio psychroerythrus i y-Proteobacterium entre

d’altres (Figura 25) (Bennett and Bentley, 2000).
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Grup Especie produciom Referéncies
1 Serratia marcescens, Hubbard, 1950
Serratra 390008, Wilams, 1980
Haheilla chejuensts, Gerber, 1975
Pseudomonas magnesiorubra,
s Vibrio psychroerythreus
1 Stretomyces longisporus Wilams, 1980
ruber, Tsao, 1985
Streptoverticillium Stepkowski, 2002
rubrireticul,
Actinomadura maduroe,
Streptomyces coelicolor A3(2),
. Saccharopolyspora sp. nov.
ButiHmeta- 2 Saccharopolyspora sp.nov., Stepkowski, 2002
cicloheptylprodigionina Streptomyces coelicolor A3{2)
3 Vibrio gazogenes,
Alteromonas rubra, Gerber, 1979
Pseudoalteromonas Kawauchi, 1997
ik
Ciclononilprodigionina 4 Actinomadura pelletiert, Gerber, 1975
acH, Actinomadura madurae

Figura 25. Exemples de prodigionines i bacteris productores. Estructura quimica d’algunes
prodigionines pertanyents a diferents grups estructurals i els corresponents bactéries
productors. Modificat de Williamson et al. (2006).
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Les prodiginines poden ésser classificades en quatre grans grups a partir del nucli molecular, el
prodigiosen, en base als substituents que en ell es troben i la seva estructura (Bennett and
Bentley, 2000) (Figura 25):

1. Tripirrols amb cadenes lineals. Entre els que cal destacar la prodigiosina (2-metil-3-
pentil-6-metoxiprodigiose) i I'undecilprodigiosina (cadena lateral undecil en el carboni
2).

2. Derivats ciclics amb un anell format entre les posicions 2 i 4 de I'anell C del pirrol. Com
la butil-meta-cicloheptilprodiginina i la etil-metaciclononilprodiginina
(metacicloprodigiosina).

3. Derivats ciclics amb un anell entre les posicions 3 i 4 de I'anell C del pirrol i un grup
metil en el carboni 2. Com la cicloprodigiosina hidrocloride.

4. Prodiginines macrocicliques o derivats ciclics amb un anell format entre la posici6 2
del pirrol C i la posici6 10 del pirrol A. Com la ciclononilprodiginina i la

ciclometildecilprodiginina.

Activitat biologica de les prodiginines

Les prodiginines s6n una familia de compostos quimics amb propietats molt diverses. Moltes
han estat descrites com potents agents antimalarics, como és el cas de la cicloprodigiosina

(Kim et al., 1999a), la ciclononilprodiginina i la ciclometildecilprodiginina (Gerber, 1969).

També s’han caracteritzat propietats antifingiques i antibacterianes atribuides a les
prodiginines de cepes del génere Serratia (Bennett and Bentley, 2000; Gerber, 1969), aixi com
propietats algicides a algunes prodiginines com PGL-1, un pigment de la familia produit per una

bactéria marina (Kim et al., 2008; Nakashima et al., 2006).

Més recentment, las prodiginines han despertat un creixent interés por les seves propietats
com a immunosupressors i agents anticancerosos (Montaner and Perez-Tomas, 2003; Pandey
et al.,, 2007; Pandey et al., 2009). La capacitat d’inhibir especificament la proliferacié de
limfocits T ha estat descrita ampliament en estudis amb I'undecilprodigiosina, tant in vitro
(Songia et al., 1997; Tsuji et al., 1992) como in vivo (Nakamura et al., 1989; Tsuji et al., 1992).
La cicloprodigiosina hidrocloride (Kawauchi et al., 1997) i la metacicloprodigiosina (Magae et
al.,, 1996) també posseeixen propietats immunosupressores. PNU156804, un analeg de
I’'undecilprodigiosina, inhibeix de manera eficag la proliferacié de limfocits T y B evitant el rebuig

de transplantaments humans (Stepkowski et al., 2002). Aquests estudis que suggereixen per a
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les prodiginines un mecanisme d’accié diferent al dels coneguts immunosupressors
ciclosporina A, FK506 i rapamicina, induint la inhibicié de senyals mitogénics com a eix central

d’aquest efecte (Pandey et al., 2007).

L’activacié cronica del sistema immune per acci6é d'un agent patogen produeix una inflamacié,
que és nociva per a l'organisme infectat. Les espécies reactives d’oxigen, I'0xid nitric (NO) i el
factor de necrosis tumoral (TNF-a), s6n les molécules inflamatories més importants secretades
pels macrofags. La PG-L-1, una molécula semblant a les prodigionines aillada de Y-
Proteobacterium, és capac d’inhibir la generacié de superoxids induits per TPA en les céllules
promonocitiques U937 i en la linia cellular de macrofags RAW 264.7, mitjancant la inhibicié de
la NADPH-oxidasa, pero efectes similars no s’han observat amb PG (Nakashima et al., 2005;
Nakashima et al., 2008). Aquests resultats suggereixen que algunes prodiginines podrien tenir

activitat antiinflamatoria i una possible aplicacié en desordres inflamatoris.

Respecte a les propietats anticanceroses de les prodiginines, moltes d’elles tenen la capacitat
d’induir mort cellular en diversos tipus de céllules canceroses (Pandey et al., 2009; Perez-
Tomas et al., 2003). Aquest és el cas de la cicloprodigiosina hidrocloride, la qual ha demostrat
aquesta propietat in vitro en céllules de leucémia promielocitica (Yamamoto et al., 2000), i in
vitro i in vivo en carcinoma hepatocellular (Yamamoto et al., 1999) i en cancer de mama
(Yamamoto et al.,, 2002). La metacicloprodigiosina i I'undecilprodigiosina han mostrat
propietats citotdxiques en diferents linies cellulars canceroses (Ho et al., 2007). La prodigiosina
és capac d’induir 'activacié de processos de mort cellular o citostatics en linies canceroses
humanes d’origen hematopoétic i gastrointestinal (Campas et al., 2003; Castillo-Avila et al.,
2005; Diaz-Ruiz et al., 2001; Montaner et al., 2000; Montaner and Perez-Tomas, 2001; Perez-
Tomas and Montaner, 2003), i en céllules de cancer de mama i de carcinoma de célules
petites de pulmé (Ho et al., 2009; Llagostera et al., 2005; Soto-Cerrato et al., 2004). El seu
efecte antimetastasic s’ha demostrat, tan in vitro, en céllules de carcinoma de pulmé humanes,
com in vivo, en céllules de melanoma de ratoli (Zhang et al., 2005b). L’analeg N-alquilat de la
prodigiosina 2,2’-[3-metil-1’amil-5’-metil-4-(1"-pirril)] ~dipirri-meté (MAMPDM), de recent
identificacio, disminueix la viabilitat tant de linies canceroses humanes com de ratoli
(Deorukhkar et al., 2007; Deorukhkar et al., 2008).

Per Gltim també s’ha de destacar I'eficacia anticancerosa del derivat de la prodigiosina
anomenat Obatoclax mesylate (GX15-070MS), testat en linies cellulars humanes de mieloma i
actualment en fase preclinica | per al tractament de la leucémia limfocitica cronica(O'Brien et
al., 2009; Trudel et al., 2007).
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La prodigiosina

El nom prodigiosina (PG) es deu a Kraft, el qual va extreure “prodigiosine” de Bacillus
prodigiosus, un antic sindnim de S.marcescens. Posteriorment, Gerber va proposar
“prodiginina” com a nom trivial per a la porcié aromatica tripirrolica que conté el grup metoxi de
I'estructura de la PG a l'identificar nous compostos de la familia en actinomicets (Gerber,
1969). Un any més tard, Hearn va emprar el nom de “prodigiosen” per designar I'esquelet
tripirrolic d’aquests pigments (Hearn et al., 1970). Els diferents compostos de la familia de la
prodigiosina tindran una nomenclatura o altre segons es considerin com esquelet el prodigiosen

o la prodiginina, predominant com a nom general de la familia el de prodiginines.

La prodigiosina (PG), 2-metil-3-pentil-6-metoxiprodigioseno (C20H25N30), és un pigment vermell
amb estructura de tripirrol lineal i amb un pes molecular de 323.44 Dalton (Figura 26). Es
sensible a la llum, insoluble en agua, moderadament soluble en alcohol i éter i soluble en

cloroform, bromoform i benzé (Index Merck).

Figura 26. Estructura quimica de la prodigiosina

La PG té la capacitat de protonar-se, existint dues conformacions diferents, la a y la B, depenent
de si es troba protonada o no, respectivament (Figura 27) (Manderville, 2001). Funciona como
a indicador de pH (Hearn WR, et al., 1968), essent roja en soluciones acides, amb una
absorbancia maxima de 537 nm, i groc-ataronjada en solucions alcalines, amb un maxim a 470

nm.
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Figura 27. Protonaci6 i equilibri d’interconversié dels rotamers de la prodigiosina.
Adaptat de Manderville (2001).

Tot i que el mecanisme per el qual la prodigiosina indueix la seva toxicitat encara no es coneix
per complert, estudis realitzats relacionant la seva estructura amb la seva activitat han
establert que I'anell A heterociclic que conté nitrogen, i el grup metoxi que es troba en el C-4

sén importants per a la seva potencia citotoxica (D'Alessio et al., 2000).

Mecanismes de toxicitat de les prodiginines

A partir d’alguns indicis experimentals s’ha especulat sobre els possibles mecanismes d’accid
que podrien tenir les prodiginines a I’hora de produir els seus efectes farmacologics (Pandey et
al., 2009; Perez-Tomas et al., 2003) (Figura 28):

1. Inhibidors del cicle cellular

Alteracions en la regulacié del cicle cellular induides per les prodiginines es creu que podrien
estar implicades en la seva citotoxicitat. Les prodiginines indueixen aturada del cicle cellular,
tot i que les diferéncies existents en aquest procés suggereixen l'existéncia de diferents
mecanismes d’accié depenent del membre de la familia estudiat i el model utilitzat. Tot i aixi, al
realitzar-se una valoracid conjunta dels treballs fins al moment publicats en aquesta area, els
resultats semblen indicar que les prodiginines inhibeixen el cicle cellular induint una aturada en
la fase G1 del cicle cellular mitjancant el bloqueig dels senyals mitogénics primerencs que
convergeixen en l'inhibidor del cicle cellular p21. No obstant, aquest efecte també ha estat
observat en céllules de cancer de colon tractades amb concentracions no apoptotiques de

prodigiosina, indicant un paper secundari d’aquest mecanisme en la citotoxicitat d’aquests

60



Introduccio

compostos, tot i contribuir en la seva activitat anticancerosa mitjangant la inhibicié de la

proliferacio.

Les alteracions genétiques del gen supressor de tumors p53 es troben freqlientment
associades als cancers humans i sén un indicador de mal pronostic. L’abséncia o expressié
aberrant de p53 implica que I'apoptosi no es produeix en la céllula tot i existir dany genétic. La
prodigiosina indueix perd apoptosi de manera p53-independent, la qual cosa pot representar un

avantatge front a altres drogues quimioterapiques.

2. Interacci6 i hidrolisi de ’ADN

La integritat gendmica és crucial per a la supervivéncia de I'organisme. Qualsevol dany a I’ADN
inicia una cascada de senyalitzacions que culminen en l'aturada del cicle cellular per tal
d’iniciar la seva reparaci6 i, si el dany és molt greu i no és possible reparar-lo, la céllula podria
activar el programa apoptotic (Ross WP et al, 2006). Les prodiginines sén molécules molt
hidrofobes que podrien difondre lliurement a través de les membranes i interaccionar amb
I’ADN provocant ruptures en la doble cadena d’ADN. L’ADN pot patir trencaments de cadena
senzilla, facilment reparables i generalment no toxics per a la céllula, o bé de doble cadena,
més nocius, podent conduir la céllula a la mort. L'estructura planar del nucli del tripirrol pot
interaccionar amb I’ADN per intercalacié, mentre que el grup metoxi i I'anell de nitrogens
proporcionen llocs d’'unié al hidrogen que faciliten encara més la uni6é I’ADN. La natura cationica
de les prodiginines en pHs neutres també proporciona una interacci6 electrostatica amb els
grups fosfat negatius de I'hélix d’ADN. S’ha descrit també que les prodigionines poden reduir el
Cu(ll) a Cu(l), activant les DNAses dependents de coure i provocant el trencament de la doble
cadena de I'ADN (Manderville, 2001; Montaner and Perez-Tomas, 2003). Els nivells de coure
son de fet generalment més elevats en céllules canceroses (Theophanids et al., 2002). Tots els
estudis realitzats fins al moment perd, s’han realitzat amb plasmidis d’ADN nus, fent dificil
predir la seva contribucié en els efectes citotoxics observats en la céllula, on I'ADN es troba

formant complexes amb les proteines i no és de tan facil accés.

3. Variacié del pH intraceMular

El pH en els organuls acidics s’ha descrit com a probable responsable d’una varietat important
de funcions cellulars, com I'endocitosi, I’exocitosi i el transit intracellular, aixi com la
diferenciacio, el creixement i la mort cellular (Shrode et al., 1997). Endemés també genera un
gradient electroquimic que proporciona la forca necessaria per al transport actiu. Les
prodigionines s’han descrit com a desacoblants de les V-ATPases a través de la seva funcio

H*/ClI simport que condueix a la neutralitzacié dels compartiments acidics, provocant
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simultaniament I'acidificacié del citoplasma i conduint les céllules en alguns casos a |'apoptosi
(Ohkuma et al., 1998; Yamamoto et al., 2001).
Aixi doncs, les prodiginines poden alterar el pH intracellular dels organuls, perd la seva

contribucio a I'efecte citotoxic d’aquesta familia de compostos encara no ha estat elucidat.

4. Acci6 sobre rutes de senyalitzacié

Sén varis el efectes induits per les prodiginines en les rutes de senyalitzacio de les proteines
quinasa activades per mitogens (MAPK), conduint tant a la seva activaci6 com a la seva
inhibici6. Les MAPK son proteines quinasa que responen a estimuls extracellulars, regulant
mudltiples activitats cellulars com la mitosis, I'expressié génica, la proliferacio, la diferenciacio i
la supervivéncia o la mort cellular. Els resultats obtinguts amb diferents analegs de la
prodigiosina, en diferents tipus cellulars, ens mostren un ampli ventall de resultats que fan molt
dificil el poder extreure conclusions de I'efecte d’aquests compostos sobre unes rutes amb una
gran complexitat inherent, perd posen de manifest I'afectacié d’aquestes rutes de senyalitzacio
en tots els casos estudiats.

A més a més l'activitat de les MAPK esta lligada a I'activacié de factors de transcripcid, tal i com

es comenta en I'apartat seguent.

5. Accid sobre factors de transcripcié

L’expressié aberrant de diversos factors de transcripcié ha estat implicada en el procés de
carcinogénesi. Molts dels oncogéns s’ha trobat que codifiquen per a factors de transcripcié o
per als seus activadors, com per exemple jun, fos, myc, NFKB i les proteines STAT. La seva
activacié aberrant contribueix a la proliferacié de les céllules tumorals i a evadir I'apoptosi. Les
prodiginines poden actuar inhibint alguns factors de transcripcid, fet que podria estar jugant un
paper important en la seva activitat anticancerosa. Dels diferents treballs publicats podem
extreuren que les prodiginines poden inhibir I'activitat prosupervivéncia d’alguns factors de
trascripcié com la proteina activadora 1 (AP-1) i el factor nuclear kappa B (NFkB). No obstant,
no queda clar com exerceixen aquest efecte inhibitori ja que en alguns casos s’inhibeix
I'activitat inclis quan el factor esta unit a ’ADN. Una possibilitat és que la interaccié de les
prodiginines amb els factors de transcripcidé pugui estar modulant la seva activitat i/o habilitat
per a associar-se amb altres coactivadors transcripcionals, un altre que les prodiginines estiguin
alterant I'estructura de la cromatina al intercalar-s’hi, i en conseqliéncia inhibeixin la

transcripcié (Perez-Tomas et al., 2003).
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Figura 28. Esquema de les nombroses accions de la prodiginines sobre diferents rutes.
Les prodiginines podrien estar actuant per mecanismes simples relacionats amb les seves
propietats fisiques o quimiques. Les prodiginines s6n molécules hidrofobiques, molt
inestables en solucions aquoses, podent difondre lliurement per les membranes i
interaccionar amb I’ADN. Ruta 1 | Les célules poden respondre al dany a I'’ADN activant
I'aturada de cicle cellular, la reparacié de I'ADN, i en algunes ocasions desencadenant
apoptosi. Ruta 2 | Poden incorporar-se en la bicapa lipidica de la membrana plasmatica, on
per endocitosi arriben als endosomes, on desacoblarien la H*-ATPasa (V-ATPasa) a través
del flux H*/CI simport, induint la neutralitzacié dels compartiments acids de la céllula i
I’acidificacio citoplasmatica, podent desencadenar I'apoptosi. Ruta 3| La molécula podria
inhibir/activar, de forma directa (no s’ha descrit cap receptor especific d’aquestes
molécules fins al moment) o de forma indirecta, receptores de membrana clau en la
regulacié del cicle cellular o I'apoptosi de les céllules. Ruta 4| Les prodiginines podrien
difondre lliurement a través de las membranes plasmatiques, interaccionar amb la
membrana externa mitocondrial desacoblant la Fo-F1-ATPasa i induir apoptosi. Adaptat de
Perez-Tomas et al. (2003).

Localitzacié ceHular i funcié de la prodigiosina en S.marcescens

Respecte a la localitzacio cellular precisa de PG en el bacteri, gran part dels estudis indiquen
que la PG es troba associada a les membranes cellulars (Purkayastha and Williams, 1960).
Estudis posteriors emprant el métode de fraccionament cellular van permetre concretar encara

més la localitzacié de la PG (Lauferska et al., 1983); es van separar tres fraccions, la membrana
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externa, la membrana interna i el citoplasma amb el periplasma, la PG es va trobar
majoritariament (88.5%) en la cara externa de la membrana citoplasmatica, associada a una
proteina d’uns 100 kDa (Kobayashi and Ichikawa, 1989).

Com succeeix amb molts metabolits secundaris, el paper fisiologic real de la PG en I'organisme
que la produeix és avui dia encara motiu de debat. Una de las hipotesis al respecte va sorgir
arrel de I'observacié que la PG canviava de color en funci6 del pH de les solucions, degut a que
actua com a acceptor d’electrons autooxidable, especulant-se que podria estar participant en la
respiracié de S.marcescens, degut a la seva similitud amb molécules de la cadena respiratoria
como els citocroms (Allen, 1967). Experiments posteriors intentant trobar diferencies
significatives entre cepes de Serratia pigmentades i no pigmentades sobre I'index de respiracio,
I’eficiéncia metabolica, la motilitat, mesures del catabolisme, etc..., van resultar infructuosos
(Vinas et al., 2007).

També s’ha suggerit que els metabolits secundaris puguin tenir algun paper en neutralitzar
productes finals del metabolisme primari del bacteri que poguessin tenir un efecte nociu per a
ella, actuant com a desaigua metabolic eliminant I'excés de NAD(P)H i prolines (Hood et al.,
1992). Fins I'actualitat no hi ha cap evidencia pero que indiqui que I'acumulacié dels substrats

que s'utilitzen per a la sintesis de la PG (prolina, alanina i acetat) siguin toxics per al bacteri.

Possibles funcions ecologiques de la prodigiosina

Durant molt de temps s’ha discutit sobre les possibles avantatges que la PG podia proporcionar
al seu organisme productor, sobretot respecte a una major capacitat de dispersi6 ecologica. En
la década dels 80, es van realitzar estudis en els que es demostrava que les soques de bacteris
pigmentades tenien una hidrofobicitat més elevada que els no pigmentats (Burger and Bennett,
1985). Uns anys més tard aix0 va ser rebatut, ja que altres investigadors van demostrar que
soques cliniques de S.marcescens tenien propietats hidrofobiques en abséncia de la PG i que la
hidrofobicitat només es mostrava al créixer el bacteri a 30°, temperatura poc favorable per a la
sintesis de la PG (Rosenberg et al., 1986).

Uns anys més tard va quedar demostrat que la hidrofobicitat de la superficie cellular de
S.marcescens no era deguda per complert a la PG, al identificar-se una proteina responsable

d’aquesta qualitat en soques no pigmentades de Serratia marcescens (Mallick, 1996).

Algunes de les propietats farmacologiques de la PG, com [l'antibacteriana, I'antifingica i

I'algicida també poden conferir-li avantatges a I'hora de colonitzar el medi. S’ha vist que la PG
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pot produir la mort d’altres bacteris funcionant com a fotosensibilitzador, permetent aixi que

S.marcescens colonitzi amb major facilitat nous ninxols (Roth, 1967).

Activitats farmacoldgiques de la prodigionina

A la PG se li han atribuit totes les propietats farmacologiques descrites en la familia de les
prodiginines. Es un potent agent antimalaric, ja que mostra una elevada toxicitat contra
Plasmodium falciparum, el protozou causant de dita malaltia (Castro, 1967). Aixi mateix, PG ha
estat descrita en altres ocasions com a agent antiprotozoic, concretament contra Entamoeba
histolytica (Balamuth and Brent, 1950). També se li han atribuit propietats antifiingiques a
diverses cepes productores de PG obtingudes de rizosferes (Kalbe et al., 1996), aixi como
propietats algicides al pigment produit pel bacteri mari Hahella chejuensis, identificat com PG,
el qual posseeix activitat litica contra dinoflagelats (Jeong et al., 2005). Es igualment
remarcable I'efecte antibacteria que PG posseeix contra un ampli grup de bacteris grampositius
(Williams et al., 1967). PG és un immunosupressor amb mecanismes d’acci6 diferents al de les
drogues comunament utilitzades com la ciclosporina A, FK506 i rapamicina, essent selectiu de
limfocits T (Han et al.,, 1998), accid que desenvolupa principalment inhibint I'expressié
d’interleukina-2Ra sense provocar toxicitat i vivo (Han et al.,, 2001). Per ultim, les seves
propietats anticanceroses han estat provades en varies ocasiones, tant en céllules canceroses
hematopoétiques (Campas et al., 2003;Montaner et al., 2000), com en céllules de cancer
d’estomac i cancer de colon (Diaz-Ruiz et al., 2001; Montaner and Perez-Tomas, 2001), i en
céllules de cancer de mama i de carcinoma de céllules petites de pulmé (Ho et al., 2009;
Llagostera et al., 2005; Soto-Cerrato et al., 2004). També hi ha dades que demostren la seva
capacitat antimetastasica in vivo ja que inhibeix la capacitat invasiva de las céllules tumorals
(Zhang et al., 2005b).
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Inhibidors de les Histona Desacetilases

Terapia epigenética

En 'actualitat I'epigenética ha sorgit com una area important per a entendre com el genoma
tradueix la seva informacio, sobretot després d’haver-se completat el projecte del Genoma
Huma. L'epigenética és un terme emprat per a descriure les modificacions genétiques que
afecten els patrons d’expressié genética sense alterar la sequéncia de nucledtids de I’ADN
subjacent, i que sén heretables d’'una generaci6 cellular a la segiient. Els canvis epigenétics
estan implicats en molts aspectes de la biologia cellular. Es tracta d’'un procés dinamic que
proporciona un mecanisme a partir del qual un organisme pot respondre a estimuls ambientals
mitjangant canvis en l'expressid génica durant el creixement cellular i la diferenciacio.
Principalment s’han identificat dos mecanismes essencials en la regulacié epigenética de la
transcripcié génica, la modificacié d’histones i la metilaci6 de I’ADN (Egger et al., 2004;
Kristensen et al., 2009).

Evidéncies recents semblen indicar cada cop més que la desregulacié d'aquests processos
epigenétics causen repressioé transcripcional (o silenciacié) d’'un conjunt de gens, causa
subjacent de la patogénesi de moltes malalties humanes, entre elles el cancer. En I'Gltima
década, s’han realitzat progressos importants en el coneixement de la relacié causa-efecte
existent entre els canvis epigenétics aberrants i la carcinogénesis i la progressié tumoral (Baylin
and Ohm, 2006; Cress and Seto, 2000; Esteller, 2008; Mahlknecht et al., 2000; Timmermann
et al., 2001), la qual cosa ha conduit a assajos clinics de fase | i Il amb inhibidors d’histona
desacetilases (HDIs) (Drummond et al., 2005; Egger et al., 2004; Marks et al., 2004; Mei et al.,
2004), i en menor proporcié amb inhibidors d’ADN metiltransferases (Das et al., 2004), tant en

tumors solids com en malalties hereditaries (Lin et al., 2006).

Estructura i remodelacio de la cromatina

Tot el genoma huma esta empaquetat en el nucli en forma de cromatina, un complex
macromolecular dinamic format a partir d’unitats repetitives, els nucleosomes. Cada particula
de nucleosoma esta constituida per un fragment d’ADN (146 pb) enrotllat al voltant d’un
octamer d’histones que consta de quatre parells d’histones: un tetramer histona 3 - histona 4
(H3-H4) i dos dimers histona 2A-histona 2B (H2A-H2B) (Luger et al., 1997) (Figura 29).
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Figura 29. Esquema de I'estructura de la cromatina. A| El cor del nucleosoma format per
I'octamer de proteines histona, al voltant del qual s’enrotlla I’ADN (negre). B| Les cues
amino-terminals del cor d’histones. Les lisines (K) de les cues amino-terminals de les
histones H2A, H2B, H3 i H4 sbn llocs potencials d’acetilacié-desacetilacid per histona
acetiltransferases (HATs) i histona desacetilases (HDACs). L’acetilacié neutralitza la
carrega de les lisines. A, acetil; C, extrem carboxi terminal; E, acid glutamic; M, metil; N,
extrem amino terminal; P, fosfat; S, serina; Ub, ubiquitina. Adaptat de Marks et al. (2001).

Les histones sén petites proteines basiques riques en aminoacids lisina i arginina. Les quatre
histones nucleosomiques contenen dos dominis: el domini C-terminal, que es localitza al cor del
nucleosoma, i el domini N-terminal amb residus de lisina que s’estenen per fora del
nucleosoma. Tot i que les histones s6n unes de les proteines més conservades al llarg de la
evolucid, també es troben entre les més variables en termes de modificacions postraduccionals
(Thiagalingam et al., 2003). Les cues de les histones H3 i H4 son diana de diverses
modificacions postraduccionals, incloent acetilacié, fosforilacié i metilacié entre d’altres. La
metilacié de les cues de les histones pot produir-se en els residus lisina i arginina, pero fins ara
aquestes modificacions semblen menys dinamiques que aquelles causades pel procés
d’acetilacié (Monneret, 2005; Zhang and Reinberg, 2001).

La Ne-acetilacié consisteix en la transferéncia d’un grup acetil de I'acetil coenzim-A al grup &-
amino d’'un residu de lisina d'una proteina diana (Figura 30). Es una modificacié
postraduccional clau en moltes proteines, dinamica, reversible i altament regulada, responsable

de modular importants rutes intracellulars (Han and Martinage, 1992; Martin et al., 2007).
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Aquesta modificacié es va identificar per primer cop en histones al 1960 per Allfrey et al.
(1964).
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Figura 30. Esquema del procés de Ne-acetilacid. L'acetilacio de lisines pertany al grup de
modificacions postraduccionals utilitzades per la céllula per a alterar propietats
especifiques d’una proteina.

L'acetilacié i desacetilacié d’histones juga doncs, un paper molt important en la regulacié
transcripcional de les céllules eucariotes (Lehrmann et al.,, 2002; Mai et al., 2005). In vivo
I'acetilacié esta controlada per les activitats antagoniques d’acetiltransferases i desacetilases,
les primeres encarregades d’afegir grups acetil a les lisines i les segones d’extreure’ls. Degut a
que I'acetilacié es va identificar per primera vegada en histones, les lisina acetiltransferases i
desacetilases son conegudes com histona acetiltransferases (HATs) i histona desacetilases
(HDACs), tot i que en I'actualitat sabem del cert que I'acetilacié de lisines pot succeir en moltes
proteines cellulars a més a més d’en histones. Per aquest motiu alguns autors proposen un
terme més precis per aquests enzims que podria ser acetiltransferases de lisines i

desacetilases de lisines (Yang et al., 2008).

En general, I'acetilacié d’histones promou una estructura de la cromatina més relaxada que
permet I'activacié transcripcional, mentre que els estats hipoacetilats poden associar-se a
repressié transcripcional, ja que la desacetilacid de les cues de les histones promou la

compactacié de la cromatina restringint I'accés dels factors transcripcionals a I’ADN (Figura 31).

El nivell de modificacié postraduccional es manté per el balan¢ dinamic entre les activitats de
les HATs i les HDACs, ambdues reclutades a gens diana en complexes que contenen activadors
transcripcionals amb seqléncies especifiques. La regulacié aberrant d’aquest sistema de
marcatge epigenétic s’ha observat que causa expressio genica inapropiada, esdeveniment clau
en la patogénesis de moltes formes de cancer (Esteller, 2008; Lane and Chabner, 2009; Lin et
al., 2006).
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Recentment s’ha hipotetitzat I'existéncia d’'un anomenat “codi histona” com a sistema major de
modificacié epigeneética (Egger et al., 2004; Jenuwein and Allis, 2001; Rice et al., 2007),
hipotesi que postula que modificacions determinades en residus especifics de les histones sén
prerequisit per a posteriors modificacions en la mateixa histona o ens les veines. La combinacio
de modificacions seria la que permetria regular de forma intercanviable I'estat de transcripcié
génica d’encés a apagat i visa versa, regulant la transcripcié génica mitjancant la modificacio
de I'arquitectura de la cromatina per tal d’adquirir un estat actiu o silenciat. Aquesta hipotesi ha
accelerat encara més la cerca d’inhibidors d’HDACs, tot i que la desacetilacié és Unicament una

part del anomenat “codi histona”.

transcription-related
HATs

B o ;;-4 a

ATPase
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Figura 31. Canvi en I'estat d’acetilacioé de les histones. El balang entre les activitats dels
enzims HAT i HDAC marquen I'estat d’acetilacié de la cromatina. L'acetilacié estableix una
estructura que permet als factors remodeladors de la cromatina obrir els promotors. La
desacetilacio, sovint seguida de la metilaci6 de les histones, estableix una base solida per
a estructures repressives, com I’heterocromatina. Les cues d’histona acetilades estan
representades per cercles grocs. Les metilacions s’indiquen per rectangles grisos. HMT,
histona metiltransferasa; HP1, proteina 1 de la heterocromatina. Adaptat de Eberharter
and Becker, (2002).
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Classificacio dels enzims HDAC

La identificacié de les primeres histona desacetilases de mamifer va tenir lloc al 1996 per
Taunton i collaboradors. En I'actualitat 18 membres de la familia HDAC han estat identificats en
el genoma huma, els quals han estat agrupats en classes en base a la seva homologia als seus
ortdlegs del llevat, i en funcié de la seva mida, expressié subcellular i nimero de dominis
enzimatics (Figura 32) (Gao et al., 2002; Marks and Jiang, 2005) .
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Figura 32. Classificacié dels membres de la familia de les histona deacetilases. 18 HDACs
han esta identificades en humans, i estan subdividides en 4 classes en funci6 de la seva
homologia als HDACs de llevat, la seva localitzacié subcellular i activitat enzimatica.
Adaptat de Bolden et al. (2006)
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Les HDACs s’han dividit en quatre classes: classe | (HDAC1, 2, 3 i 8), classe lla (HDAC4, 5, 7, i
9)illb (HDACG i 10), classe lll (SIRTY, 2, 3,4,5, 61 7) iclasse IV (HDAC11) (Bolden et al., 2006).
Mecanisticament les classes |, Il i IV difereixen de la classe lll en el cofactor que requereixen.
Les primeres, també anomenades HDAC "classiques", sén enzims zinc dependents que
necessiten un lloc actiu de zinc per a intervenir en la catalitzacié de la desacetilacié, mentre
que la classe lll, les sirtuines, requereixen com a cofactor essencial el NAD* (de Ruijter et al.,
2003; Imai et al., 2000; Marmorstein, 2004).

Totes les HDACs de classe | comparteixen cert grau d’homologia amb la desacetilasa de llevat
Rpd3 (reduce potassium dependency 3 protein), es localitzen generalment en el nucli i
s’expressen de forma ubiqua en moltes linies cellulars i tumors (Gray and Teh, 2001). Es

caracteritzen per tenir un elevat grau d’homologia en els seus dominis catalitics.

La classe |l d’HDACs, homologa a la de llevat Hdalp (histone deacetilase 1 protein), es troba
majoritariament a citoplasma o migrant entre nucli i citoplasma, suggerint potencials funcions
extracellulars per a aquesta classe mitjancant la regulacié de I'estat d’acetilacié de substrats
no histona. Es la classe major en mida, i pot ser dividida en dues subclasses, lla i Ilb, en funcié
de la seqiiéncia d’homologia del domini i de la seva organitzacid, contenint la subclasse Ilb dos

dominis catalitics.

Els membres de la classe lll, les sirtuines, com ja ha estat mencionat préviament, requereixen
de NaD* per a la seva activitat enzimatica i son homologues a la familia de proteines de llevat
Sir2 (Silent information regulator 2). La seva funcié en céllules de mamifer sembla estar

relacionada amb la desacetilaci6é de proteines no histona i factors de transcripcié com p53.

Finalment, 'HDAC11, ha estat classificada per alguns autors en una classe independent, la
classe IV, degut a que el cor de la seva regi6 catalitica conté residus conservats tant de la

classe | com de la Il (Gao et al., 2002).

La generaci6 de knockouts en ratoli per a varis membres de la familia d’HDACs (Taula 3) (Witt et
al., 2009b) ens indiquen que individualment els membres de la familia HDAC s6n fonamentals
pel desenvolupament embrionari normal, i en processos cellulars clau com el control del cicle
cellular, resposta al dany a I’ADN, resposta a I'estrés, creixement cellular, metabolisme i
diferenciaci6. A més a més permeten concloure que la funci6 individual de les HDACs no pot
ésser compensada per altres membres de la mateixa familia. Aquest fet sembla indicar que les

HDACs van divergir evolutivament molt aviat, i que han estat conservades en eucariotes,
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suggerint funcions critiques no redundants per a aquests enzims (Bolden et al., 2006; Grozinger
and Schreiber, 2002; Marks and Jiang, 2005; Rosato and Grant, 2005).
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Abreviatures: MEFs, fibroblasts embrionaris de ratoli; N, nuclear; C, citoplasmatic; N/C, nuclear i citoplasmatic; nd,
sense dades. Adaptat de Witt et al. (2009b)
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Substrats de les HDACs

L'activitat de les HDACs esta regulada a mdultiples nivells, incloent interaccions proteina-
proteina, modificacions postraduccionals per fosforilacio, acetilacié i proteolisi, localitzacio
subcellular, i per una varietat de cofactors metabolics, mostrant generalment la seva activitat
enzimatica complerta en el context de complexes multiproteics (Bolden et al., 2006; Marks and
Xu, 2009).

La diana principal de les HDACs per a la seva funci6 fisiologica son les histones, perd també
actuen sobre mecanismes independents de transcripcié mitjancant la modulacié de I'estat
d’acetilacié d’una série de dianes no histona. Es més, analisis filogenétics recents d’HDACs
bacterianes suggereixen que totes quatre classes d’HDACs precedeixen evolutivament a les
histones (Gregoretti et al., 2004), fet que sembla indicar que inicialment la seva activitat podria

haver estat dirigida vers substrats no histona.

Al menys 50 proteines no histona de coneguda funcié bioldgica, han estat identificades com a
possibles substrats de les HDACs (Bolden et al., 2006; Glozak et al., 2005; Minucci and Pelicci,
2006; Rosato and Grant, 2005; Xu et al., 2007). Entre elles s’inclouen factors de transcripcio,
reguladors transcripcionals, mediadors traduccionals de senyals, enzims reparadors d’ADN,
reguladors de I'importacié nuclear, proteines txaperona, proteines estructurals, mediadors

d’inflamaci6 i proteines virals (Taula 4).

Taula 4
Substrats no histona de les HDACs

Funcié Proteines

p53, c-Myc, AML1, BCL-6, E2F1, E2F2, E2F3, GATA-1, GATA-2, GATA-3,
Factors de transcripcié d’'unié al DNA  GATA-4, Ying Yang 1 (YY1), NK-kB,MEF2, CREB, HIF-1a, BETA2, POP-1, IRF-
2, IRF-7,SRY, EKLF

Receptors esteroideus Receptors d’androgens, receptors d’estrogens a, receptor de glucocorticoids
Co-reguladors transcripcionals Rb, DEK, MSL-3, HMGI(Y),/HMGAI, CtBP2, PC-1a

Mediadors de senyals STAT3, Smad7, B-catenina, IRS-1

Enzims reparadors de DNA Ku7, WRN, TDG, NEIL2, FEN1

Import nuclear Rch1, importina-a7

Proteines txaperona HSP90

Proteina estructural a-Tubulina

Mediador inflamatori HMGB1

Proteines virals E1A, L-HDA, S-HDAg, T antigen, HIV Tat

Adaptat de Xu et al. (2007)
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L’acetilacié d’aquestes dianes no histona pot tant augmentar com disminuir la seva activitat o
estabilitat, o la de les interaccions proteina-proteina, ja que I'acetilacié dels residus de lisina
d’aquestes proteines pot estar competint amb altres modificacions postraduccionals, com la
ubiquitinitzacio, o pot influenciar el seu estat de fosforilaci6 (Glozak et al., 2005; Simonsson et
al., 2005).

Aixi doncs, les HDACs poden regular I'activitat de proteines cellulars clau involucrades entre
d’altres processos, en la transcripcio, transduccié de senyals, cicle cellular i apoptosi, indicant
que aquests enzims poden modular funcions celulars importants independentment del seu

paper epigenétic controlant I’estructura de la cromatina.

Funcié molecular i paper de les HDACs en el desenvolupament del cancer

Estudis recents suggereixen que la desregulacié del procés d’acetilacié i desacetilacié juga un
paper causal important en la regulacié anormal de I'expressié génica de moltes formes de
cancer (Cress and Seto, 2000; Esteller, 2008; Mahlknecht et al., 2000; Timmermann et al.,
2001).

La desregulaci6 del reclutament d’HDACs als promotors sembla ser un dels mecanismes
mitjangant els quals aquests enzims contribueixen a la tumorogénesis. La majoria d’estudis es

centren en el reclutament aberrant d’HDACs a promotors a través de la seva associaci6 fisica

amb proteines oncogéniques d’unié a I’ADN resultants de translocacions cromosomiques, o en

la sobreexpressié de factors transcripcionals repressius que interaccionen fisicament amb les

HDACs. Per exemple, el factor de transcripcié oncogénic produit per la fusid del gen de la
leucémia promielitica (PML) i el receptor-a de I'acid retinoic (RARa) indueix leucémia
promielocitica aguda (APL) mitjancant el reclutament de complexes repressors que contenen
HDACs que reprimeixen constitutivament I'expressié de gens diana especifics (Fenrick and
Hiebert, 1998; Lin et al., 2006; Timmermann et al.,, 2001). La mediacié de les HDACs en el
desencadenament de la patogéenesis de la APL serveix de model també per a la leucémia aguda
limfoblastica i per als limfomes no Hodgkinians. D’altra banda el factor de transcripcié limfoma
6 de céllules B (BCL6) que interacciona amb I'enzim HDAC2, es troba sobreexpressat en ~40%
dels limfomes grans difusos de céllules B (DLBCLs), reprimint gens reguladors del creixement
com CDKNIA, que codifica per p21 Wafl/Cirl  BCLG és a la vegada hipoacetilat per les HDACs. El
tractament de la DLBCLs amb inhibidors d’HDACs (HDIs) resulta en hiperacetilacio de BCLG,

alliberament de HDAC2, reactivacié dels gens reprimits i apoptosi de les céllules tumorals
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(Bolden et al., 2006). Aquestes dades i altres, mostren que la repressié transcripcional
inapropiada produida per les HDACs és un mecanisme molecular comd utilitzat per les

oncoproteines (Johnstone, 2002).

A més a més del reclutament aberrant d’HDACs a locis especifics, en alguns tumors s’han
descrit alteracions en [I'expressi6 d'HDACs individuals. Alguns exemples serien la
sobreexpressié d'HDAC1 en carcinoma de prostata, gastric, colon i mama, o la sobreexpressio
de HDAC2 en cancer gastric, colorectal o cervical (Lane and Chabner, 2009; Marks and Xu,
2009). Tot i que sorprenentment avui dia encara es sap poc de I'expressié de les HDACs en
teixit canceroés, s’ha observat una gran correlacié entre I'expressio aberrant de varis HDACs i
cancer, i experiments de silenciament d’HDACs individuals per siRNA disminueixen el
creixement cellular i la supervivéncia d’algunes linies cellulars tumorals (Lane and Chabner,
2009; Marks and Xu, 2009). Les mutacions estructurals en HDACs semblen ser molt rares en

els cancers (Marks and Xu, 2009).

Estudis de funcionalitat i expressié realitzats amb HDACs i cancer demostren la seva implicacio
en la biologia cellular d’aquesta malaltia, havent-se descrit la seva participacié en processos
claus en la patogénesi del cancer com l'angiogénesi, la migracio, la quimioresisténcia, la

proliferacio, la diferenciacio i I'apoptosi (Figura 33) (Witt et al., 2009b).

Migracio
Angiogénesi  HDAC4 HDACO
ngiogénesi o o
HDAC6 Quimioresisténcia
HDAC7
HDAC10
HDAC1
Cellula
cancerosa
HDAC1 HDAC1
HDAC8 HDAC2 HDAC2
HDAC-3
HDACS8
Diferenciacio I —

Apoptosi

Figura 33. Membres de la familia HDAC controlen punts clau de la biologia
cel-lular del cancer. L'accié selectiva sobre HDACs individuals causa diferenciacié, apoptosi,
inhibicié del cicle cellular, inhibicié de la migracio, susceptibilitat a la quimioterapia i inhibicié
de I'angiogénesi. Adaptat de Witt et al. (2009b).
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Inhibidors d’HDACs (HDIs)

El terme inhibidors d’'HDACs (HDIs) s’aplica a aquells compostos que actuen sobre les
anomenades HDACs "classiques", classe |, Il i IV. Les HDACs estan directa o indirectament
involucrades en molts processos biologics, com I'expressio génica o la regulacié de rutes de
proliferacio, diferenciacié i mort cellular (Carew et al., 2008a; Marks and Xu, 2009; Xu et al.,
2007). Aixi doncs, la inhibici6 d’aquests enzims podria desencadenar mltiples mecanismes

potencialment inductors de I'aturada del creixement o de la mort cellular.

Tot i que a nivell molecular es desconeix el mecanisme precis d’accié dels HDIs, la inhibici6é de
I'activitat de les HDACs produeix I'acumulacio de proteines acetilades, principalment histones,
perd també factors de transcripcid, tubulina, i la proteina de shock térmic 90 (HSP9O) entre
d’altres (Bolden et al., 2006; Minucci and Pelicci, 2006). L'augment en I'estat d’acetilacié
d’aquestes proteines pot alterar la seva estabilitat, localitzacié, dimeritzacié proteica i la
interaccid proteina-proteina, afectant en conseqiiéncia la seva funcié, i podent desencadenar
alteracions en la transcripcid i la mitosis. L’acumulacié d’histones acetilades produeix la
relaxacié de I'estructura de la cromatina i promou l'accés de la maquinaria de transcripcio
(Kazantsev and Thompson, 2008) (Figura 34). Sorprenentment perod, s’ha observat que aquests
efectes transcripcionals son relativament selectius, només afectant al voltant del 2-20 % del
transcriptoma, amb ambdés, induccid i repressio de I’'expressio génica dels gens diana (Bolden
et al., 2006; Shankar and Srivastava, 2008; Witt et al., 2009b). El nombre i tipus de gens que
mostren alteraci6 de la transcripcié degut als HDIs esta determinat, en part, per la duraci6é de
I'exposicié de les céllules a l'inhibidor, el tipus d’HDI emprat, i el tipus de céllula transformada
(Ungerstedt et al., 2005).

Aixi doncs, tenint en compte I'abast dels efectes biologics associats a les HDACs, un esperaria
que els compostos que les inhibeixen tinguessin una estreta finestra terapéutica. Les dades
fins al moment obtingudes suggereixen pero, que les céllules transformades s6n més sensibles
a l'apoptosi induida per HDIs que les céllules normals (Ungerstedt et al., 2005; Zhang et al.,
2005a). Aquestes diferencies en sensibilitat es creu que es podrien deure a I'addiccié de les
céllules tumorals per certes rutes cellulars, a defectes genétics concomitants, o a la inhabilitat
de les céllules transformades d’activar rutes de supervivéncia després de I'exposicié a aquests
agents toxics (Marks and Jiang, 2005) . A més a més, a diferéncia de la majoria d’agents
terapéutics, els HDIs poden induir la mort de céllules transformades tant en fases proliferatives
com no proliferatives del cicle cellular (Buruess et al., 2004), i tenen una demostrada activitat
antiangiogénica i immunomoduladora que pot jugar un paper important en la mediacié dels

seus efectes antitumorals (Valeria et al., 2007).
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Figura 34. Els HDIs modifiquen els nivells d’expressioé genica. A | Els nivells d’acetilacié de
les histones en residus especifics de lisina (K) estan determinats per les reaccions
d’acetilacio i desacetilacio, les quals es duen a terme pels enzims HATs i HDACs. B | Al
bloquejar la reaccié de desacetilacid, els HDIs canvien I'equilibri dels nivells d’acetilacio
d’histones, conduint a un augment dels nivells d’acetilacidé, modificacié de la cromatina
que adopta una conformacié més relaxada, i un augment de la transcripci6. Adaptat de
Kazantsev i Thompson (2008).

Classificacio dels HDIs

Diversos tipus d’HDI, amb diferents estructures quimiques, han estat purificats a partir
d’extractes naturals o de la sintesis quimica, havent arribat a desenvolupament clinic més
d’una desena d’ells (Figura 35) (Prince et al., 2009; Wang and Dymock, 2009). Fins al moment
pero, el vorinostat (SAHA) és I'inic que ha estat aprovat per la US Food and Drug Administration

amb indicaci6 oncologica (Marks, 2007).
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Trichostatin A (TSA) Sodium butyrate
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Figura 35. Estructures representatives de les principals classes conegudes d’HDlIs.
A | D'origen natural. B | De sintesi. Adaptat de Minucci i Pelicci (2006).

Els HDIs estan actualment dividits en 6 classes, en base al seu grup funcional per a inhibir
I'activitat HDAC i a la seva estructura quimica. Es classifiquen en acids hidroxamics, péptids
ciclics, acids grassos de cadena curta, benzamides sintétiques, quetones i "varis" (Bolden et al.,
2006; Monneret, 2005; Nolan et al., 2008) (Taula 5).
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Taula 5
Caracteritiques moleculars dels HDIs i estadi de desenvolupament clinic
. Potencia Estadi de Companyia/
Clese e RGN (céHules)  desenvolupament esponsor
TSA (Tricostatina A) Cesseshll nM N/ A
SAHA (Zolinza, Fase I, I, .
vorinostat) Gszes(h I, 1Y [ Aprobat (CTCL) it
) Classes I, II, IV uM Fase Il CuraGen,
PXD101(Belinostat) TopoTarget
Oxamflatin N/ A uM N/A
LAQ824 Classesihl nM Fase |
LBH589 (Panobinostat) Classes |, II, IV nM Fase |, Il Novartis
CBHA N/A uM N/A
Acids o M
hidroxamics Scriptaid N/A u N/A
Piroxamida I(I)I’z;\sse hiclasse M Fase |
SBHA N/A uM N/A
ABHA N/A uM N/A
SK-7041 HDAC1, 2 nM N/A
SK-7068 HDAC1, 2 nM N/A
€G-1521 N/A oM N/A
Tubacin Classe Ilb uM N/A
ITF2357 Classes |, II, IV nM Fase | Italfarmaco
PCI-24781 Classes |, Il N/ A Fase | Pharmacyclics
FK228 (Romidepsin) HDAC1, 2 nM Fase Il ol
Pharmaceuticals
Depsipeptid Classe | nM Fasel, Il
Péptids ciclics Trapoxin A Classe |, lla nM N/A
— HDAC1, 3, no
Apicidina HDACS nM N/A
CHAPS Classe | nM N/A
MS-275 (Entinostat) HDAC 1, 2,3 UM Fase Il SR
Pharmaceuticals
Benzamides
MGCD0103 Classe | nM Fase Il MethylGene
C1-994 (tacedinaline) N/ A UM Fase |, Il, Il
Fenilbutirat Classe |, lla mM Fase Il NCI
Acid valproic (VPA) Classe |, lla mM Fase Il NCI
5 Titan
Acids alifatics D (e N (14 ezl Pharmaceuticals
Baceca Classe | N/A Fase Il Topo Target
Savicol N/A N/A Fase Il Topo Target
Quetones . . Y
electrofiliques Trifluorometilquetona N/A N/A
. Classe |, Classe UM
Varis Depudecina 2 N/A
MGCD-0103 Classe | Fase |

HDAC, histona desacetilases; HDIs, inhibidors de HDAC; N/A, no accessible; CTCL, limfoma

de celules T cutani
Adapatat de Bolden et al. (2006), Nolan et al. (2008) i Lane i Chabner (2009).
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Tots aquests compostos han estat seleccionats per la seva capacitat d’inhibir la desacetilacio
de les histones, no obstant existeix una gran variabilitat en la seva poténcia i especificitat pels
diferents isoenzims HDAC, alhora que produeixen efectes variables també sobre I'acetilacié de
substrats no histona (Taula 6) (Witt et al., 2009b). Els mecanismes d’accié in vitro sén
complexos i no solapants en les céllules transformades, havent-se observat diferencies
d’especificitat en funcié de les condicions experimentals emprades, motius pels quals s’espera
que aquests compostos tinguin diferents eficacies, toxicitat i Us terapéutic en els pacients (Lane
and Chabner, 2009; Marks and Xu, 2009).

Taula 6
Perfil inhibitori dels HDIs pan- i especifics de classe

Inhibidor | Classel | Classe lla | Classe IIb Classe IV
HDAC8 | HDAC4 | HDAC5 HDAC9 HDAC10 | HDAC11
° TSA nd nd
c Vorinostat (SAHA) nd nd
§ é NVP-LAQ824 nd nd
8 § Panbinostat nd nd
E 2 Belinostat nd nd
PCI-24781 nd
MS-275 nd nd
MGCD0103 nd
Depsipeptid nd nd nd nd nd nd
Apicidin nd nd
Acid valproic nd nd nd
Trapoxin nd nd nd nd nd
® SB-429201 nd nd nd nd nd nd
ﬁ Bispyridinum diene nd nd nd nd nd nd
o SHI-1:2 nd nd nd
2 R306465 nd nd nd nd nd nd
2 SB-379278A nd nd nd nd nd nd nd
£ PCI-34051 nd nd nd nd
- Cpd2 nd nd nd nd nd nd nd
Derivats APHA nd nd nd nd nd nd nd
o _ Tubacin nd nd nd nd nd nd nd
-8 m Mercaaptoacetamida nd nd nd nd
g @ NCT-10a/14a nd nd nd nd nd nd nd
£0o

La poténcia inhibidora relativa dels HDIs s’indica amb colors: porpra, inhibicié forta; lila clar, inhibicié fluixa; gris,
Inhibicié; blanc, dades no publicades. Adaptat de Witt et al. (2008)

Mecanismes moleculars d’accio dels HDIs

Avui dia diversos HDIs han estat acceptats i es troben en diferents fases de desenvolupament
clinic, no obstant molt poc es sap sobre els seus mecanismes d’accid, tot i que sembla existir
una signatura comud en I'expressié génica en resposta a aquests compostos. Per exemple, la
silenciacié epigenética de I'inhibidor de ciclines-depenents de quinases p21Wafl/Ciel eg reverteix
en varis tipus de céllules canceroses, i es produeix amb tots els HDIs. No obstant, efectes
especifics de céllula, com la modulacié de receptors hormonals nuclears, o de rutes de

senyalitzacio cellular, poden variar en importancia biologica en alguns tipus de cancer, la qual
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cosa pot ser interessant en les estratégies de combinacié d’agents. De fet molts estudis
preclinics i dades cliniques donen suport tant a la utilitzacié d’HDIs en monoterapia com a la
seva combinacié amb altres terapies anticanceroses (Carew et al.,, 2008a; Kristensen et al.,
2009; Lane and Chabner, 2009).

Com hem comentat, els efectes desencadenats pels HDIs en les céllules canceroses soén
multiples i complexos, mostrant diferéncies importants en funcié del tipus d’HDI emprat, el
temps d’exposicid, i les caracteristiques de les céllules transformades estudiades. Fins al
moment, els efectes biologics descrits inclouen (Figura 36) (Carew et al., 2008a; Marks and Xu,
2009; Xu et al., 2007): induccié de I'aturada del cicle ceHular, tant en céllules sanes com
transformades, induint predominantment una aturada en G1 a dosis baixes, i tant en G1 com
en G2 a dosis més elevades, (i) majoritariament a través de I'augment de I'expressié de p21, (ii)
incrementant els nivells dels inhibidors CDK i disminuint el de les ciclines; induccié de
I'apoptosi per activacio la via extrinseca de mort, augmentant I'expressio de receptors i lligands
en les céllules transformades perd no en céllules sanes; inducci6é de I'apoptosi per activacié de
la via intrinseca o mitocondrial, (i) induint [lalliberament de citocrom c¢ de [I'espai
intermembranés mitocondrial al citoplasma i la conseqlent activacié de la caspasa 9, (ii)
induint el trencament de la proteina proapoptodtica Bid, i (iii) augmentant tant I'expressié de
proteines proapoptotiques de la familia Bcl-2, com disminuint la dels membres antiapoptotics
de la mateixa familia; autofagia, es creu que la inhibicié6 de 'HDAC1 podria jugar un paper
important en el desencadenament d’aquest procés; estrés oxidatiu, estimulant la generacio
d’espécies reactives d’oxigen (ROS); mort cellular mitotica, (i) degut a I'augment en I'acetilacio
de les histones que altera I'estructura i funcié dels centromers, (ii) alterant la fosforilacié de les
histones i interferint en la seva interaccié amb proteines reguladores de la mitosi, i (iii) induint
la degradacié de les proteines mitotiques aurora A i B, i Survivina; efectes resultants de la
inhibicié de la HDACS, (i) produeix alteracions en la ruta de I'agresoma, fent les céllules més
sensibles a I'estrés induit pel mal plegament de les proteines, (ii) induint I'acumulacié de o-
tubulina i cortactina, que inhibeixen la migracié cellular, (iii) alterant la ruta antiapoptotica
d’AKt, degut a la inducci6 de la seva degradacio i/o desfosforilacio, i (iiii) alterant la funci6 de la
txaperona HSPQO, i en conseqiiéncia de les seves proteines diana; disminucié de I'angiogénesi
del tumor, reduint I'expressié de factors proangiogénesi; i per Ultim senescéncia, relacionada

amb la inducci6 d’aquests compostos de poliploidia i defectes mitotics.

Els assajos clinics de fase | i Il realitzats amb alguns HDIs mostren en general un perfil de
seguretat favorable, amb una bona tolerancia i efectes adversos minims, especialment si els
comparem amb els agents quimioterapics citotoxics tradicionals (Lane and Chabner, 2009;
Marks and Xu, 2009).
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— Autofagia .
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Figura 36. Mecanismes pels quals els HDIs indueixen mort cellular. Els HDIs tenen
multiples efectes sobre les céllules canceroses. Adaptat de Xu et al. (2008).

El desenvolupament de resisténcies front als HDIs és motiu de preocupacid, com en qualsevol
nova terapia antitumoral. En els assajos clinics s’han observat resisténcies front a diversos
HDIs i en diferents tumors. Els mecanismes descrits de resisténcia a aquests compostos son
diversos, degut a que alteracions a varis nivells cellulars poden potencialment bloquejar la seva
activitat (Lane and Chabner, 2009; Marks and Xu, 2009). Per aquest motiu s’esta realitzant un
esforg per a identificar marcadors de resisténcia, com elevats nivells de Bcl-2, peroxiredoxines o
poliamines. Aquesta area de recerca podria proporcionar estratégies per a maximitzar I'eficacia
terapéutica dels HDIs mitjancant la combinacié d’aquests amb agents que actuin sobre els

factors que contribueixen a la resisténcia (Nolan et al., 2008).

Tricostatina A

La tricostatina A (TSA) va ser aillada per primer cop de Streptomyces hygroscopicus com a
antibiotic fungistatic I'any 1976 per Tsuji i collaboradors, perd no va ser fins 10 anys més tard
que Morioka i collaboradors i Yoshida i collaboradors van demostrar el seu potent efecte com a
inhibidor de la progressio del cicle cellular i com a inductor de diferenciacié cellular. El TSA (7-[-
4-(dimetilamino)fenil]-N-hidroxy-4,6-dimetil-7-oxo-(2E,4E6R)-2,4-heptadienamida) és un acid
hidroxamic natural que pot ésser produit per Streptomyces platensis, Streptomyces
hygroscopicus Y-50 o Streptomyces sioyaensis. Els acids hidroxamics tenen una gran afinitat
pels biometalls, incloent el Fe(lll), Ni (Il) i el Zn(ll), motiu pel qual aquests agents adquireixen

valor en biomedicina (Codd et al., 2009).
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El TSA és considerat un HDI no selectiu (pan) de classe | i ll, tal i com es mostra en la Taula 6. El
TSA té una gran poténcia inhibitoria front les HDAC1, 2, 3, 4, 7, 9 i 6, mentre que front a la
HDACS té una activitat inhibitoria relativament débil. Fins al moment no s’han publicat dades
per a l'activitat del TSA sobre les HDAC5, 1 11.
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Figura 37. Estructura quimica de la tricostatina A (TSA) i del vorinostat (SAHA). Adaptat de
Codd et al. (2008).

HDACs i el neuroblastoma

En les célules canceroses sén molt freqlients els nivells elevats d’expressié d’HDACs, i en
consequéncia d’histones hipoacetilades (Lane and Chabner, 2009). Recentment I'estudi dels
neuroblastomes ha mostrat que membres de la familia de les HDACs s’expressen de forma
aberrant també en aquests tumors, existint correlacio entre aquestes alteracions i I'estadi de la
malaltia i el seu pronostic (Witt et al., 2009a). L’expressié elevada del mRNA de I'HDAC1 s’ha
observat que correlaciona amb resisténcia a mudltiples drogues en linies cellulars de
neuroblastoma, resultant la inhibicié de la seva expressio, o de la seva activitat pel depsipéptid
(un HDI tipus tetrapéptid ciclic), en la potenciaci6 de la citotoxicitat de drogues
quimioterapiques en aquestes céllules (Keshelava et al., 2007). Endemés, I'HDAC1 sembla
estar involucrada en la mediacié de la funcié oncogénica de N-Myc en aquests tumors. N-Myc
funciona com a transrepressor mitjancant el reclutament de ’'HDAC1 al lloc SP-1 del promotor
del gen de la transglutaminasa 2 (TG2), reprimint la seva transcripci6. La inhibicié de 'HDAC1
condueix a I'activaci6 transcripcional de TG2 i a la disminucié de I'activitat tumoral tant in vitro
com in vivo (Liu et al., 2007). L'expressio de I'HDAC8 s’associa en el neuroblastoma amb
progressié de la malaltia, amb factors de risc moleculars i clinics coneguts, i amb mal prondstic,

no obstant encara es desconeix si aquesta HDAC juga una funcié especifica en la seva
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oncogenesi (Oehme et al.,, 2009a; Oehme et al., 2009b). Per dltim, la inhibici6 de I'HDAC2

indueix apoptosi en les céllules de neuroblastoma (Oehme et al., 2009a).

Aixi doncs, membres individuals de la familia d’HADCs controlen programes cellulars rellevants
del neuroblastoma, incloent la supressié de la diferenciacié (HDACS8) i la supressio de I'apoptosi
(HDAC?2), i estan involucrades en la funcié6 d’'NMYC (HDAC1) i la resisténcia a multiples drogues
(HDAC1) (Figura 38).

Creixement Quimioresisténcia
clonogenic
HDAC8 HDAC1
Céllula de
neuroblastoma
HDAC8
HDAC2 HDAC1
) HDAC8
Diferenciacio Proliferacio
Apoptosi

Figura 38. Membres de la familia d’HDACs controlen punts clau de la biologia ceHular del
neuroblastoma. Modificat de Witt et al. (2009).

HDIs i el neuroblastoma

En el neuroblastoma sén varis els HDIs que s’han demostrat efectius in vitro. El primer HDI
testat front el neuroblastoma, abans i tot de que es conegués la seva capacitat de inhibir
I'activitat de les HDACs, va ser el compost antiepiléptic acid valproic. Aquest compost es va
descriure que induida efectes antiproliferatius en aquestes céllules tumorals, perd presentava
la desavantatge farmacologica d’haver-se d’emprar en concentracions molt elevades, del rang
milimolar, per a exercir la seva activitat antitumoral. Posteriorment diferents grups van iniciar
els seus estudis en la cerca d’HDIs més potents que actuessin en aquest model cellular en
concentracions de I'ordre micromolar, com els derivats de I'acid hidroxamic, les benzamides i

els tetrapeéptids ciclics.
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En el moment d’iniciar el nostre treball existien varis estudis que descrivien |'efecte de diferents
HDIs sobre els neuroblastomes. Alguns HDIs com CBHA, PB, i BL1521, van mostrar I'habilitat
d’induir aturada del cicle cellular en la fase G1/S, aixi com apoptosi caspasa dependent en
algunes linies cellulars de neuroblastoma (Coffey et al., 2000; Ouwehand et al., 2005;
Subramanian et al., 2005a; Subramanian et al., 2005b). L'alliberacié de Bax de Ku70 posterior
a l'acetilacio de Ku70 s’ha mostrat que indueix I'apoptosi induida per HDIs en céllules de
neuroblastoma (Subramanian et al., 2005a; Subramanian et al., 2007). Alguns articles indiquen
la reducci6 del creixement de tumors in vivo tant en tractament Gnicament amb HDIs com en
combinacid amb altres modalitats de tractament (Coffey et al., 2000; Jaboin et al., 2002;
Michaelis et al., 2007; Muhlethaler-Mottet et al., 2006).
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Objectius

L'objectiu d’aquesta tesi ha estat buscar nous agents inductors de diferenciacio, aturada del
cicle cellular o mort cellular, per a les céllules de neuroblastoma huma, més eficagos i més
selectius que els farmacs utilitzats en la terapia actual. La cerca s’ha realitzat en base als
coneixements existents sobre les bases moleculars de la malaltia i els estudis previs realitzats
amb agents moduladors de la mort cellular en altres models. Amb aquesta finalitat, hem
estudiat I'efecte ex vivo en diferents linies cellulars de neuroblastoma huma de dos compostos,
el pigment bacteria prodigiosina, i I'inhibidor general d’histona desacetilases de classe I/l
tricostatina A. L’objectiu central ha estat mostrar I'efecte anticancerdés d’ambdés compostos i

ampliar els coneixements sobre els seus mecanismes d’accié en el model de neuroblastoma.

Els objectius especifics de la present tesi es poden desglossar en tres punts concrets:

e Assajar la viabilitat cellular de diferents linies de neuroblastoma front a compostos

potencialment anticancerigens.

e  Estudiar la mort induida per prodigiosina en linies cellulars de neuroblastoma.

e  Estudiar la mort induida per la tricostatina A en linies de neuroblastoma.
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Técniques de cultiu cellular

Reactius i productes especifics

Productes

CBHA

Cisplati
3-metiladenina
Mitotracker®
MTT

Prodigiosina

Rapamicina
SAHA (Vorinostat)
Tricostatina A
Timidina tritiada
z-IETD.fmk
z-VAD.fmk

Linies cellulars

Empresa proveidora

Calbiochem

Sigma

Sigma

Molecular Proves

Sigma

Development Therapeutics Program
National Cancer Institute
Calbiochem

Cayman Chemical

Sigma

Amersham Boisciences
MBL

Bachem

Les linies cellulars de neuroblastoma huma es cultiven en DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s

medium) o en RPMI 1640 (Royal Park Memorial Institute), tal i com s’indica en la seglient taula,

suplementats ambdés amb un 10% de fetal bovine serum (FBS), glutamina 2 mM, 100 U/ml de

penicillina i 100 yg/ml d’estreptomicina. En el cas de la linia IMR-32 a més a més el medi es

complementa també amb piruvat 100 ug /ml.

Linies celulars

de Medi
neuroblastoma

SH-SY5Y DMEM
SH-SY5Yhp DMEM
IMR-32 DMEM
LAN-1 RPMI
LA1-55N RPMI
SK-N-SH DMEM
SK-N-JD RPMI
LA1-5S RPMI
SK-N-AS RPMI

% CO2 Tripsinitzar Origen
10 v ATCC
10 v ATCC
10 v ATCC

5 v *J.Mora
5 X *J.Mora
10 v ATCC

5 X *J.Mora
5 v *J.Mora
5 v *J.Mora

Tipus
neuroblastic

N
N
N
N
N
N
I

S
S

* Linies celulars que han estat cedides pel grup del Dr. Jaume Mora de I'hospital St. Joan
de Deu, Barcelona, al qual estem molt agraits per la seva collaboracié desinteressada.
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Els cultius es mantenen en una atmosfera humida a una temperatura de 37 °C que conté un 10
% o un 5 % de CO2 depenent del medi emprat. Un cop arribades a una confluéncia aproximada
del 80 % cal canviar les céllules de plat, per a fer-ho en algunes de les linies és necessaria

I’addici6 de tripsina (0,25 %).

Criopreservacio i descongelacid

Criopreservacio
Les céllules es resuspenen en el seu medi de cultiu complementat amb un 10% de DMSO

esteéril i s’aliquoten en tubs de 2ml que es mantenen a -80°C durant 12-24 hores en un
congelador d’isopropanol on la temperatura disminueix lentament. Finalment es traslladen al

congelador de nitrogen liquid.

Descongelaci6
El tub criopreservat es situa en un bany a 37 °C. Quan el contingut esta gairebé descongelat es

bolca en un falcon amb 50 ml de medi préviament escalfat a 37 °C. Les céllules es
centrifuguen 5 minuts a 1000 rpm per eliminar el medi que conté el DMSO i finalment es

resuspenen en medi fresc per tal de poder ser cultivades.

Respirometria d’alta resolucié

La mesura poligrafica del consum d’oxigen de les céllules de neuroblastoma s’ha dut a terme a
37°C amb un eléctrode d’oxigen d’alta resolucié del tipus Oxygraph (Oroboros, Austria) amb
I'agitacio fixada a 750 rpm. L’oxigen dissolt al medi d’incubacié difon a través d’'una membrana
de teflé i es redueix en posar-se en contacte amb l'eléctrode de plati polaritzat a 0,6 V,
generant-se un corrent eléctric proporcional a I'activitat d’oxigen de la solucié. El protocol
complert es va finalitzar en un periode de 50-60 minuts. Les mesures de concentracié i consum
d’oxigen es van emmagatzemant a intervals de 2 segons utilitzant un sistema d’adquisicié de

dades informatitzat (Datlab, Austria).

Material
Medi RPMI
Oligomicina (stock 2mg/ml en etanol)
FCCP (stock a 1mM en etanol)
Antimicina A (stock a 1mM en etanol)
Digitonina (stock 10g/ml en DMSO)
Ascorbat (stock a 100mM en aigua MiliQ estéril)
TMPD (stock 20mM en aigua MiliQ estéril)
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Abans de comencar les mesures de consum d’oxigen, cal equilibrar el medi de respirometria
amb aire a 37°C i agjtacié a 750 rpm, fins que s’obté un senyal estable per a la calibracié en
condicions saturants d’aire. A partir d’aguest moment es pot introduir la mostra i comencar les
mesures. En el nostre cas es van tripsinitzar les céllules al final del tractament i després d’un
rentat es van resuspendre en medi RPMI complert. El nimero de céllules utilitzat va ser de

1x108/ml, en un volum final de 2 ml.

Les mesures dels diferents estats de la cadena de transport d’electrons es van realitzar afegint,
mitjangant la puncié amb una xeringa Gilson, diferents drogues de manera successiva tal i com

es detalla a continuacio:

Rutina: respiracié basal en medi de respirometria.
Respiracié amb la nostra droga d’estudi (PG) o amb el seu vehicle (MeOH).

Respiracié desacoblada: respiracio en preséncia d’oligomicina 1 pyg/ml. L'oligomicina inhibeix la

ATP sintasa.

Respiracié totalment desacoblada: s'inicia amb I'addicié del desacoblador FCCP (carbonil

cianida p-trifluorometoxifenil-hidrazona) 1 uM. S’afegeix poc a poc (de 2ul en 2ul) per a evitar
arribar a inhibir la respiracié sense haver arribat a visualitzar el nivell de respiracié maxima.

Aturada de la respiracio: s’aconsegueix amb I'addicié de 5 yM d’antimicina A. Aquest compost

inhibeix el complex Il de la cadena respiratoria.
COX: finalment, I'activitat citocrom ¢ oxidasa (COX) es va mesurar en presencia de 2 mM
ascorbat/ 500uM TMPD. L’activitat COX es va fer servir com a normalitzador intern de les

mesures anteriors de la respiracio.

Microscopia electronica

Per a estudiar la mort cellular induida pel TSA en les linies cellulars de neuroblastoma huma
s’han visualitzat les céllules al microscopi electronic. Per a la preparacié de les mostres es
cultiven 2 milions de céllules en plaques de Petri. A les 24 hores es realitzen els tractaments
desitjats i es fixen les céllules amb un soluci6é que conté glutaraldehid al 2 % i paraformaldehid
al 1 % durant de 4 hores a 4 °C. Finalment les céllules es recullen en un eppendorf i es realitza

una centrifugacié a 1500 rpm per tal d’obtenir un precipitat visible.

El precipitat obtingut es manté amb fixador i es trasllada als serveis cientifico-técnics de la UB

on es va finalitzar el seu processament.
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Les mostres es van visualitzar en un microscopi electronic de transmissié JEOL 1010 amb

sistema de digitalitzacié d’imatges Bioscan (Gatan).

Analisi de la viabilitat cellular

Analisi de la viabilitat per MTT

Un dels métodes més classics per a determinar la viabilitat cellular és I'assaig de MTT
(Mossman, 1983). Es basa en la capacitat dels mitocondris de convertir el MTT (de color groc)
en cristalls de formazan (de color porpra). Aquesta conversié depén del poder reductor que

caracteritza les céllules vives.

Les céllules de neuroblastoma es cultiven en plaques de 96 pous a 1x104 céllules/pou, en un
volum final de 100 ul. Després del temps indicat de tractament s’addicionen 10 ul de MTT
(bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli) (Sigma), preparat a 5 mg/ml en PBS
esteril, i s’incuba durant un minim de tres hores . El precipitat porpra de formazan que apareix
es dissol en 100 ul d’isopropanol:HCI 1M (24:1), i se’'n determina I'absorbancia a 550nm en un
lector multiplaca. La viabilitat s’expressa en percentatge respecte la viabilitat de les céllules
que no han estat tractades (control). Cada condicié de I'experiment es realitza per triplicat i els
resultats s’expressen en forma de mitjana + desviaci6 estandard. Un decrement de la viabilitat
mesurada per aquest sistema pot ser deguda a mort cellular, a una disminucié de la
proliferacié en les céllules tractades respecte les céllules no tractades, o a ambdds processos

simultaniament.

Analisi de la viabilitat per Trypan Blue

L'assaig d’exclusidé per Trypan Blue (TB) és un métode molt emprat per a mesurar viabilitat
cellular (Freshney, 1987). Es basa en la capacitat de la membrana de les céllules viables
d’excloure el colorant, mentre que les céllules no viables es veuen tenyides de blau quan
s’observen al microscopi.

En aquest experiments, després d’haver-se realitzat els tractaments indicats, les céllules es
tenyeixen amb 0.2 % de TB (Sigma) durant 2 minuts. La proporcié de céllules no marcades,
céllules viables, es calcula per comptatge en una cambra de Neubauer en un microscopi

invertit.
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Analisi de la proliferacié cellular

L'efecte de la PG sobre la proliferacié cellular s’ha determinat de manera concentracio
depenent amb I'assaig d’incorporaci6 de timidina tritiada; aquest assaig ens permet coneixer la
capacitat que tenen les céllules d’incorporar un substrat radioactiu, proporcionant una

estimacioé del nimero de céllules que estan sintetitzant ADN.

En plagues de 6 pous es sembren 10° céllules per pou en un volum final de 2 ml i es cultiven
durant 24 hores per a permetre una correcte adhesio; s’incuben llavors amb les concentracions
de PG i temps indicats i 1 uCi/ml de timidina [3H]. Posteriorment es realitzen dos rentats amb
PBS 1X fred i s’afegeix 1 ml de tricloracétic (TCA) al 5 % a 4 °C durant 20 minuts. Es renten les
mostres amb 1 ml de TCA al 5 % fred i seguidament amb 2 ml d’etanol al 70 %. Es deixa
assecar la placa a temperatura ambient. Quan I'etanol s’ha evaporat s’afegeix a cada pouet el
tampé de lisi, 0.6 ml de solucié durant 20 minuts a 37°C. La quantitat de timidina radioactiva
incorporada a I'’ADN es mesura en un contador de centelleig (Beckman LS5000TA, USA)

emprant per cada 0.5 ml de mostra, 5 ml de liquid de centelleig.

Soluci6 de lisi
Na2C032 %
NaOH 0.1 M

SDS 1%

Analisi del cicle cellular per citometria de flux

Aquest meétode es basa en I'Us del iodur de propidi (IP) per a mesurar el contingut d’ADN.
Aquest fluorocrom s’intercala en els acids nucleics incrementant la seva fluorescéncia. La unio
és estequiométrica. Degut a que aquest pigment no és especific del DNA és necessari tractar la

mosta amb RNAsa per tal d’eliminar el RNA.

Es sembren 2 milions de céllules per condicié, passades 24 hores es realitzen els tractaments
indicats en els respectius experiments. Les céllules, adherides i flotants, es renten dos cops en
PBS 1X complementat amb un 1 % de FBS i es resuspenen en 500 ul de la mateixa solucid
abans de fixar-se en 5 ml d’etanol fred (-20°C) al 70 %; és molt important que les céllules
estiguin ben disgregades i resuspeses per tal d’evitar la formacié d’agregats. La fixacio es
realitza afegint gota a gota la suspensio de céllules a la solucié d’etanol fred amb I'ajut d’'una
pipeta pasteur, a ’hora que s’agita suaument la solucié amb un vortex. Es fixen a -20 °C O/N.
L’endema es centrifuguen per a eliminar I'etanol i es renten en PBS amb 1% de sérum, es

centrifuguen i es descarta la fase aquosa. El precipitat es resuspen en 300 ul de tampé citrat-
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fosfat i s’incuba durant 30 minuts a temperatura ambient. Posteriorment es centrifuguen per a
eliminar el tampé i es resuspen el precipitat en 400 ul de PBS 1X amb 1% sérum; s’afegeixen
seguidament 50ul de IP (0.5 mg/ ml) (Sigma) i 5 ul de RNAsa A lliure de DNAsa (10mg/ ml).
Després de 30 minuts a la foscor i a temperatura ambient, les mostres es filtren i s’analitzen

pel citometre de flux.

Tamp6 citrat-fosfat ( 192: 8 )
Acid citric 1 M
Na2HPO 0.2 M

pH 7.8

Mesura de I'apoptosi per citometria de flux
El protocol es el mateix que s’ha descrit per a I'analisi del cicle cellular.
Les céllules apoptotiques apareixen en la distribucié del cicle cellular com a céllules amb un

contingut d’ADN inferior al de les céellules en G1 permetent-nos calcular el percentatge de

céllules apoptotiques.

Técniques d’analisi de proteines

Extraccio desnaturalitzant d’extractes totals

Entre 1 i 2 x 108 céllules s’incuben en preséncia dels factors corresponents durant el temps
indicat per a cada experiment. Es recullen i es separen del medi per centrifugacié durant 5
minuts a 1000 rpm. El precipitat o sediment es resuspen amb PBS i es torna a centrifugar
durant 5 minuts a 1000 rpm per tal d’eliminar totalment el medi de cultiu. Per a lisar les
céllules s’afegeixen 100-200 ul de tamp6 de Laemmli (SB; tamp6 de lisi total) i es vortegen
durant 10 segons. Finalment les mostres s’escalfen a 95°C durant 10 minuts. Aquest protocol

permet I'obtencié d’extractes desnaturalitzants al contenir el SB SDS en la seva composicio.

SB
Tris-HCI 80mM pH 6.8
SDS 2 %
Glicerol 10 %
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Extraccio proteica fraccionada

S'utilitzen entre 1-2 x 10% cellules cultivades en les condicions experimentals adequades en
cada cas i durant els temps indicats. Es renten les céllules per centrifugacié 10 minuts a 800
rom i es lisen a 4°C durant 30 segons amb 100 pl de tampd de lisis fred. Posteriorment les
mostres es centrifuguen a 4°C durant 3 minuts a 13.000 rpm. El sobrenedant obtingut
correspon a la fracci6 citosolica i es lisa afegint 40 ul de SB 4X. El precipitat, que correspon a la

facci6 de nuclis i mitocondris, es lisa amb 300 ul de SB 1X.

Tampo de lisi Cocktail Inhibidor de proteases 100X
Tris 1 M pH 6.8 Leupeptina 100 mg/ml

Sucrosa 1 M Pepstatina 100 mg/m

EDTA 0.25 M Aprotinina 100 mg/ml

Digitonina 100 mg/ml Benzamidina 100 mg/ml

DTT 1M

PMSF 100 mM

Cocktail inhibidor de

proteases

Extracci6 d’extractes proteics nuclears

Es renten les céllules amb PBS fred un parell de vegades i es fa scrapping en gel amb 1 ml del
mateix PBS fred. Les mostres es centrifuguen a 1200 rpm durant 5 minuts a 4°C i es desprecia
el sobrenadant. S’afegeix 1 ml del tampé A (complementada amb inhibidors de fosfatases i
proteases), i es deixa incubant durant uns 20 minuts en gel, realitzant-se durant aquest temps
3 vértexs de 20 segons. A continuacié es centrifuguen durant 5 minuts a 1000g, i es descarta
de nou el sobrenadant i s’afegeix 1 ml de Tampd A (complementada amb inhibidors de
fosfatases i proteases). Es fa un altre vortex i es deixa 5 minuts en gel. Centrifuguem a 4°C
durant 5 minuts a 100g, descartem el sobrenadant i afegir 50 ul de tampé C (complementada
amb inhibidors de fosfatases i proteases), i ho deixem reposar 20 minuts en gel. El pellet es
resuspen i es centrifuga urant 5 minuts a velocitat maxima a 4°C. Finalment el sobrenadant es

pot congelar directament a -80°C o quantificar amb el kit d’assaig de proteina (BCA).

Tampo A Tampo C

HEPES-KOH pH=7.9 10 mM  HEPES-KOH pH=7.9 20 mM

MgCl2 1.5mM Glicerol 25 %

KCI 10 mM  NaCl 420 mM

Digitonina 100 mg/ml MgCl2 1.5 mM
EDTA 0.2 mM
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Inhibidors proteases Inhibidors fosfatases
PMSF 1 mM Ortovanadat sodic 0.1 mM
Benzamidina 0.1 mg/ml  NaF 20 mM

Agent reductor
DTT 0.5 mM

Valoraci6 de la concentracio de proteina als extractes proteics

Per al analisi de proteines mitjancant la técnica de Western Blot, préviament és necessari
quantificar la concentracié de proteines existents en 'homogenat per tal de poder carregar la
mateixa quantitat de mostra en cada pou del gel d’electroforesi. Cal tenir un patré de BSA amb
el mateix tampd en el que es tenen les mostres ( entre 0 i 5 pg/ul per tal d’estar dins del rang
de linealitat del métode).

En termes generals utilitzarem el métode BCA quan el tamp6 conté SDS, mentre que si conté

agents reductors el métode d’elecci6 sera el Bradford.

Métode BCA

El kit BCA™ es basa en una determinaci6 colorimétrica quantitativa amb I’acid bicincronic (BCA)
que detecta la reduccid de Cu deguda a I'entorn basic de les proteines. Es un reactiu
compatible amb la preséncia de diversos detergents, entre ells 1% SDS. Dos molécules de BCA
quelen una molécula de Cu* i el complex resultant presenta color de forma directament
proporcional a la quantitat de proteina existent en la mostra.

El reactiu BCA es prepara al moment amb les solucions A i B proporcionades per el kit (rad
50:1). En una placa ELISA de 96 pous es posen en cada pou, per triplicat: 100 pl de patré BSA
+ 100 pl de BCA, i 100 ul de mostra diluida en aigua MilliQ (1:1200) + 100 ul de BCA. S’incuba
durant 60 minuts a 37° C. La quantificacio de proteines es realitza utilitzant el lector de plaques
a A 540 nm.

Métode Bradford

Aquest métode es basa en I'equilibri existent entre tres formes del Blau de Comassie G. Quan
les condicions s6n molt acides el compost és més estable en la seva forma doblement
protonada que li proporciona una coloracié vermella (A 470nm). Quan pel contrari s’uneix a

proteina, esdevé més estable en la seva forma no protonada que li confereix una tonalitat blava
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(590 nm). Aquest métode proporciona una resposta colorimétrica més estable que el BCA pero

influenciable per compostos no proteics com per exemple els detergents.

El reactiu Bradford s'utilitza diluit 1:5 en aigua. En una placa ELISA es fan triplicats de les
mostres a analitzar; 2 yl de mostra i 200 ul Bradford. Després d’una incubacié de 5-10 minuts

es realitza la lectura a A 620 nm.

Analisi de proteines per Western Blot

El contingut proteic dels extractes es quantifica i iguala en quantitat de proteina i volum final,
en condicions desnaturalitzants i reductores en presencia de SB, 100 mM de DTT i blau de
bromofenol (aquest darrer s’utilitza per a visualitzar I'avan¢c del front de proteines en
I’electroforesi). Les mostres s’escalfen abans de carregar-les al gel durant 10 minuts a 95°C per

tal de desnaturalitzar-les completament.

El gel (SDS-PAGE) esta format per una porcié concentradora, que es prepara a una concentracio
de 3% d’acrilamida i d’'una porcié separadora que en funcié de les proteines que es volen
analitzar, es prepara del 7’5 al 15% d’acrilamida. A menor tamany de proteina a analitzar major
sera el percentatge d’'acrilamida del gel a preparar, per a permetre una millor resolucié de les

proteines.

Tampé separador Tampd concentrador
Tris-HCI 375 mM Tris-HCI 125 mM
SDS 0.1 % SDS 0.1 %
pH 8.8 pH 6.8

Les mostres es carreguen en els pous generats en la porcié superior del gel concentrador i la
electroforesi es realitza en cubetes adequades amb tampé d’electroforesi aplicant una corrent
eléctrica de 30-40 mA/gel (125mM).

Tamp6 d’Electroforési
Tris-HCI 25mM pH 8.3
SDS 0.1%
Glicina 192mM

Un cop finalitzada la electroforesi, s'inicia la transferéncia, procés en el que les proteines sén

fixades en una membrana de PVDF préviament activada (amb metanol i aigua). S’aplica una
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corrent de 80 mA durant 1 hora 30 minuts en una cubeta amb tampé de transferéncia en

agitaci6 continua i en fred per a evitar un escalfament excessiu.

Tampo6 de Transferéncia 10X
Tris-HCl 25 mM pH 8.3
Glicina 192mM
Metanol 10-15 %

Finalitzada la transferéncia, les membranes es renten amb TBS-T durant uns minuts i s’incuben
durant una hora a temperatura ambient en TBS-T 1X 5% llet desnatada per a bloquejar les
unions inespecifiques de I'anticos primari. A continuacié s’incuba la membrana amb la dilucié
adequada de I'anticos (en una solucié de TBS-T 5% llet o BSA 0.05% Azida sodica) durant la nit

a 4°C. La soluci6 d’anticos primari es recicla mentre sigui funcional.

TBS-T 20X TBS 20X
Tris-HCI 20 MM pH 7.5  Tris-HClI 20 mM pH 7.5
NaCl 137mM NaCl 137 mM

Tween 0.1 %

Després de la incubacié amb I'anticos la membrana es renta en un volum petit de TBS-T 1X en
agitacio (es fa un rentat rapid i tres de 5 minuts), i s’incuba una hora en presencia del anticos
secundari diluit en TBS-T 1X (I/2000) durant una hora a temperatura ambient. Aquest anticos
detecta IgG de I'espécie en que s’ha generat el primari.

Abans del revelat es renta la membrana amb TBS-T tres cops durant 5 minuts en agitacio i

finalment un rentat de TBS durant 10 minuts.

Per a la deteccié de I'anticos secundari s'utilitza la solucié ECL, que al entrar en contacte amb
I’enzim HRP (horse raddish peroxidase) de I'anticos secundari s’oxida i emet luminescéncia. El
revelat es duu a terme contactant la membrana amb una pellicula fotografica per a detectar la
llum emesa per la membrana en la regié on I'anticds secundari, unit al primari, ha detectat la
banda d’interés. La pellicula es revela durant un temps variable per métodes tradicionals de
revelador i fixador. Alternativament, es realitza revelat digital en un equip d’imatge Fujifilm LAS
3000 Intelligent Dark Box IV.
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Deshibridaciéo de membranes

Per a eliminar els anticossos units a les proteines de la membrana de PVDF les membranes es
renten en condicions desnaturalitzants en una solucié de deshibridacié a una temperatura de
56 °C durant 30 minuts en agitacid (el B-mercaptoetanol s’afegeix a la solucid de
deshibridaci6 just en el moment de la seva utilitzacié). Seguidament les membranes es

renten 3 cops en TBS-T durant 15 minuts.

Soluci6 de dehibridacio
Tris 62.5 mM
SDS 2%
B-mercaptoetanol 100 mM
pH 6.8
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Llistat dels anticossos primaris utilitzats

Proveidor Referéncia Dilucié
Acetil-H3 Millipore Q16695 1:1000
Acetil-H4 Upstate 06-866 1:2000
B-Actina Abcam Ab6276 1:5000
AIF Santa Cruz SC-9416 1:200
Atg5L Abgent AP1812b 1:500
At12 Abgent AP1818a 1:500
Bcel-Xu Transduction B22630 1:1000
Beclina Transduction 612112 1:500
Bid Cell signalling 2002 1:1000
Bmf Cell signalling 4692 1:1000
BNIP3 Sigma B7931 1:500
Caspasa 2 Santa Cruz SC625 1:500
Caspasa 3 Pharmingen 557035 1:200
Caspasa 7 Cell Signalling 9494 1:1000
Caspasa 8 BD Pharmingen 551234 1:500
Caspasa 9 Cell signalling 9501 1:1000
Citocrom ¢ BD Pharmingen 556432 1:1000
E2F-1 Santa Cruz SC193 1:5000
Grp78 Transduction 610978 1:500
LC3 T. Yoshimori 1:2000
MDM2 Santacruz SMP14 1:100
N-Myc Calbiochem OP13 1:500
p21 Santa Cruz SC397 1:200
p53 Labvision MS186-P1 1:200
PARP Santa Cruz SC7150 1:200
pRB Bio Labs 93075 1:5000
Puma Abcam AB9645 1:2000
S100 Oncogene OP159 1:100
Smac/Diablo Santa Cruz SC-12681 1:200
Survivina Novus Biological NB500-201 1:250
TNF-o RD systems AJ15 1:500
a-Tubulina Sigma T9026 1:4000
Twist (H-81) Santa Cruz SC15393 1:500
Ki-67 Oncogene NA59 1:800

Proveidor Referéncia Dilucié
ECL Anti-goat Dako P0O449 1:2500
ECL Anti-mouse Healthcare NA931 1:5000
ECL Anti-rabbit Healthcare NA934V 1:5000

* L'anticos anti-LC3 utilitzat ha estat cedit pel Dr. Tamotsu Yoshimori del National Institute
of Genetic, Mishima, Shizouka-ken, Jap6, al qual estem molt agraits per la seva
collaboracié desinteressada.
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Técniques de biologia molecular

ELISA

Les céllules de neuroblastoma es cultiven en plaques de 96 pous a 1x104 céllules/pou, en un
volum final de 100 pl. Després del temps indicat de tractament es va procedir a recollir el
sobrenadant del cultiu celular. Per tal d’eliminar les particules i agregats es realitza una
centrifugacié de 1000 rpm durant 10 minuts. A continuacié varem procedir amb les indicacions
proporcionades pel kit d’ELISA (DIACLONE, nimero de cataleg, 950 090 096 CE).

Obtencid de I'‘ADN fragmentat

Les céllules (1 x 10%) es sembren en plaques de 12 pous i a les 24 hores es tracten durant el
temps i les concentracions de PG indicades. Posteriorment les céllules es centrifuguen i el
precipitat es lisa durant 20 minuts a 4 °C amb el tampé de lisi I. Després de centrifugar les
mostres durant 15 minuts a 13.000 g el sobrenedant, fraccié que conté I'’ADN fragmentat
('ADN sencer resta en el precipitat) es tracta a 37 °C O/N amb el tampé de lisi Il que conté
proteinasa k. L’ADN d’interés s’obté amb dos extraccions consecutives amb una solucié de
fenol i es precipita a -20 °C O/N amb NaCl 140 mM i dos volums d’etanol. Els precipitats d’ADN
es renten dos cops amb etanol al 70 % dissolt en aigua bidestilada, i es tracten amb RNAsa
durant 1 hora a 37°C. Finalment les preparacions es corren en un gel d’agarosa al 1%, segons
el protocol descrit per Bellossillo et al (1998). Els gels es tenyeixen amb bromur d’etidi i es

visualitzen amb Ilum ultraviolat.

Tampé de lisi | Tampo de lisi Il
Tris-HCl 20 mM pH 7.4 NaCl 5 M
Trit6 100X 0.2 % Tris-HCI 10 mM pH 8
EDTA 1 mM EDTA0.25 M
SDS 20 %

Proteinasa K 0.2 mg/ml

Solucié de fenol
Fenol-Cloroform-alcohol isoamilic (25:24:1)
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EMSA

Els complexos proteina-oligonucledtids es corren en un gel d’acrilamida no desnaturalitzant.

Gel al 5% acrilamida TBE 5X
Acrilamida 9.375ml 0.45M  Tris-Base
TBE 10x 1.875ml 0.45M Acid boric

Glicerol 1.875ml  10mM EDTA
Aigua fins a 75 ml pH=8

APS 577.5 pl

TEMED 75 pl

Es realitza un pre-running sense mostra ni LB d’ADN a 25 mA durant un minim d’una hora, fins
que I'amparatge hagi baixat fins a uns 15 mA, per tal de que el gel s’equilibri amb el tampé.
Mentre realitzem el pre-running es marca la sonda: 33 pyl d’aigua + 2.5 pmols oligo anellat
(1pmol/ml) + 0.5 ul T4PKA (poli nucleotid kinasa) + 10 ul tampd A de la TAPNK + 4 yl gamma
ATP (I’Gltim). El volum final és de 50 pl. Es deixa incubar durant 1 hora 30 minuts a 37 °C.
Posteriorment preparem les mostres a carregar al gel: 8 ug extracte proteic + 4 ul tampd d’uni6
2X +1 ul de poli (dI-dc), i es deixa 10 minuts a temperatura ambient. Un cop afegida la sonda

marcada (1 ul) ho deixem incubar 15 minuts més a temperatura ambient.

Binding Buffer 2X

DTT 2 mM
TrispH7.5 80 mM
Glicerol 20 %
Sacarosa 20 %
CiMg2 10 mM
KCI 140 mM
EDTA 0.2mM

Mentre s’esperen les incubacions es carrega el LB d’ADN sol, fins a que penetri en el gel.
Seguidament es carreguen les mostres. L’electroforesi es realitza a la cambra freda a 20 mA
durant 3-4 hores (per evitar que s’escalfi en excés, ja que del contrari la sonda no s’hibridaria
amb I'extracte nuclear). Un cop finalitzat es diposita el gel en I'assecador de buit durant uns 45
minuts. Finalment posem el film en una pantalla intensificadora o/n a -80°C i es procedeix al

seu revelat.

Obtenci6 del RNA

S’han utilitzat dos protocols per a obtenir ARN segons la quantitat requerida per a la técnica

d’analisi posterior i la quantitat de céllules disponible de cada pacient. Amb el reactiu Ultraspec
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(Biotecx laboratoris, INC), partim d’'un nimero elevat de céllules i obtenim una quantitat
elevada d’ARN, de l'ordre de pg. El kit d’extraccié6 RNeasy Micro Kit (Qiagen) en canvi ens
permet partir d’'un nombre forca inferior de céllules i obté una menor quantitat d’ARN (de
I’ordre de ng).

Durant I'obtencié i manipulacié de les solucions d’ARN, tot el material utilitzat ha d’estar

autoclavat, lliure de RNases i s’utilitzen guants durant tot el procés.

Ultraspec

El RNA s’obté d’'un minim de 2 x 1086 céllules de neuroblastoma per condicié. Després d’haver
transcorregut el temps de tractament indicat en cada experiment,
les céllules es centrifuguen durant 10 minuts a 1200 rpm i el precipitat es resuspen en 1 ml de
reactiu Ultraspec. L’homogenat es fa passar a través d'una agulla de 20G per a llisar
complertament les céllules. Es procedeix amb el protocol comercial del producte mantenint
sempre les mostres en fred. L'ARN obtingut es resuspen en 20-40 ul d’aigua tractada amb
DEPC.

RT-MLPA (Retrotranscriptase Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification)

La RT-MLPA permet analitzar el nimero de copies de fins a 40 seqiéncies d’ARNm (ARN
mitocondrial) en un sol tub de reaccié (Elderin, et al., 2003). Permet I'analisi del perfil

d’expressio d’ARNm de les condicions d’interés.

L’RT-MLPA és una técnica que permet la quantificacio relativa de fins a 45 sequéncies d’acids
nucleics en una sola reaccié6. Cada sonda de la RT-MLPA consisteix en 2 oligonucleotids, un dels
quals presenta una regié no hibriditzant que té una longitud i una seqléncia diferent per cada
acid nucleic, permetent la seva separacidé mitjancant una electroforesis capillar. Com les
sondes estan marcades amb un marcador fluorescent (FAM), un cop separats els productes es
calcula I'area de fluorescéncia que és emesa per cada producte, el tamany de la qual sera

proporcional a la quantitat inicial de ’TARNm del gen d’interés.
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Esquema de la realitzacié de RT-MLPA i llistat dels tamanys de cada un dels productes de
PCR segons dades de la casa comercial. Sondes especifiques per a cada un dels gens son
hibridades als cDNAs retrotranscrits a partir de I’ARN total. 16 hores després es realitza la
lligacioé de les sondes. Cadasculn dels pics de I'analisi correspén a un ARNm i la seva area

/ Primer recognition site

7
AN 5 Ne o Stuffer fragment
Target A Target B
Genomic DNA
l Hybridise O/N
A
L VR /
N
l Ligate 15 min
r
P /
N
l Denature 5 min
v
g
l PCR
7

l Fragment analysis

A B

és directament proporcional a la quantitat d’ARNm en la mostra oficial.

S’ha utilitzat el kit RT-MLPA kit RO11-Apoptosi de MRC-Holland, que ens permet analitzar el
perfil d’expressié6 de gens relacionats amb I'apoptosi (TAULA). Les seqiiéncies d’ARNm a
analitzar es retrotranscriuen a cDNA amb primers especifics per a cada seqUéncia. A
continuacié 200 ng d’ARN total van ser retrotranscrits utilitzant primers especifics pels gens
d’interés. El cDNA obtingut va ser incubat durant 16 hores amb les sondes del kit a 60°C. Els
oligonucledtids van ser lligats afegint la Ligase-65 durant 15 minuts a 54 °C. Els productes de la
lligacié van ser amplificats per PCR (35 cicles, 30 segons a 95 °C, 30 segons a 60 °Ci 1 minut a
72 °C). Els fragments amplificats, productes de la PCR, van ser separats per electroforesi
capillar en un 48-capillary ABI-Prism 3730 Genetic Analyzer (Applied Biosystems/Hitachi, Foster

City, CA). L’area de cadascun dels pics va ser analitzada utilitzant el programa -glucuronidasa

(GUS).
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Tamany del Tamany del
Gen producte de PCR Gen producte de PCR
(PB) (PB)
BCLW 142 HIAP2 301
FLIP 148 HIAP1 310
BCLX 154 XIAP 319
NOXA 160 SURVIVIN 328
BCL2 166 BRUCE 337
BFL1 172 LIVINA 356
MCL1 S 178
MCL1 L 184 PUMA 364
BAD 202 AlF 382
BAX1 202 MOAP1 391
BAX2 220
BAK 229 BNIP3L 409
BIM 238 APAF 418
BID 247 APAF L 427
BCL- R 256 APAF XL 433
BCLG 265 NIP3 445
HRK 274 SMAC 454
BMF 463
NAIP 292 BIK 472

Relacié de gens relacionats amb I'apoptosi analitzats simultaneament per RT-MLPA. Tamany
de cadascun dels productes de PCR segons les dades de la casa comercial. En blau

s’indiauen els ens notencialment normalitzadors.

Técniques histologiques

Immunocitoquimica

Les céllules (1x10°%) es cultiven sobre cubres estérils en plaques de 12 pous durant 24 hores.
Després dels tractaments indicats es renten en PBS 1X i es fixen amb paraformaldehid al 4 %
en PBS durant 20 minuts a temperatura ambient. Es renten tres vegades en PBS en agitacio i

es permeabilitzen amb 0.2 % trité6 X-100 en PBS durant 4 minuts a temperatura ambient.
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Seguidament es renten 3 cops en PBS en agitaci6 i es bloquegen en PBS complementat amb
15 % de FBS durant 45 minuts. S'incuben les mostres amb I'anticos d’interés O/N a 4 °C. Per a
visualitzar els anticossos d’interés s’incuben les céllules amb 1 yM TRTC-Conjugated phalloi.

Les imatges es van adquirir utilitzant un microscopi confocal Leica TCS-SL Spectral.

Marcatge nuclear

Els nuclis s’han marcat amb Hoechst-33342 (H342), un marcador “vital” de DNA que atravessa
la membrana plasmatica i s’'uneix preferentment als parells de bases A-T, tenyint de blau la
cromatina i marcant amb fluorescéncia els nuclis cellulars. Les céllules no requereixen
permeabilitzaci6 per a la tincié, pero si so6n necessaries condicions fisiologiques degut a que la

internalitzacié del H342 és un procés de transport actiu.

Les céllules es cultiven en plaques de 6 pous i es deixen durant tota la nit per tal de permetre
una correcte adhesi6. Després dels tractaments requerits per I'experiment les céllules,
adherides i flotants, es renten amb PBS 1X i s’incuben durant un minim de 30 minuts a 37°C
amb 2 ul/ ml de H342 (Bisbenzimide; Sigma). Finalment es procedeix a muntar les

preparacions amb Mowiol (Calbiochem).

Solucié H342
1 mM en H20 esteéril

Marcatge mitocondrial

Com a marcatge selectiu de mitocondris s’ha utilitzat MitoTracker® (Molecular Probes).
Existeixen diferents MitoTrackers que difereixen en les seves caracteristiques espectrals i de
fixacié. En els nostres estudis hem emprat el MitoTracker Deep Red 633 (M-22426) per emetre
aquest en una longitud d’ona que no coincideix amb la del compost PG (665nm i 580nm

respectivament).

El MitoTraquer, que conté una fraccié clorometil reactiva amb els grups tiol, es difon de forma
passiva a través de la membrana plasmatica i s’Tacumula en els mitocondris actius on és oxidat i
resta segrestat per I'interaccié amb grups tiol de proteines i péptids, que formen un conjugat

aldehid fluorescent que es fixa en el mitocondri.

Les céllules (1x10°%) es cultiven sobre cubres estérils en plaques de 12 pous durant 24 hores.

Després de dels tractaments indicats s’incuben durant 30 minuts amb medi nou que conté
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MitoTracker (250nM). Posteriorment les céllules es fixen durant 20 minuts amb
paraformaldehid al 4% en PBS 1X. Rentem un parell de cops amb PBS 1X abans de muntar les
preparacions amb Mowiol (Calbiochem). Finalment observem les mostres en un microscopi de
fluorescéncia (Nikon, E800) equipat amb un sistema automat d’instruments de diagnostic
fotografic (Spot JR).

Yermell llunya

5525 6025 [SloRs: 702.5

Espectre d’emissio de la PG. Grafica on es mostra I'espectre d’emissié de la PG per a la
condicié de major concentracio utilitzada, 400 nM. El pic maxim d’emissié el trobem en la
A d’emissio del vermell, deixant-nos una finestra en el vermell llunya que utilitzarem per a
visualitzar els mitocondris amb el marcador mitocondrial MitoTracker® Deep Red 633

Taronja d'acridina

Entre d’altres utilitats, el taronja d’acridina (AO) pot ésser emprat com a métode per a detectar
gradients de pH intracellular i mesurar I'activitat de les bombes de protons (Castillo Avila et al
2005). Quan el AO entra en un granul acidic es protona i resta atrapat en la seva membrana,
esdevenint aquests granuls visibles per microscopia quan la concentracié de AO és elevada,
proporcionant-lis una coloracié ataronjada. Per contra, quan es produeix una alcalinitzacié

granular, el AO es neutralitza poden sortir de la membrana granular.

Les célules (10%) es sembren sobre cubres autoclavats en plaques de 6 pous. A les 24 h es
tracten durant el temps indicat i amb les concentracions de PG indicades. La tinci6 “vital” es
duu a terme després de rentar dues vegades les céllules amb PBS 1X, amb una soluci6 de 5
pg/ml de taronja d’acridina (Sigma) durant 30 minuts. Després de la incubacio les céllules es

renten 3 vegades amb PBS complementat amb un 10% de fetal bovine serum durant 5 minuts i
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es procedeix al muntatge de les preparacions en PBS. Rapidament les céllules sén examinades

en un microscopi de fluorescéncia (Nikon, ES00).

Solucié Taroja d’Acridina
4mg/ml en aigua esteril

Determinacions biogquimiques

Activitat caspasa 8

La caspasa 8 és una caspasa iniciadora que es troba present en la majoria de céllules en forma
de proenzim, en un estat inactivat. Quan s’indueix la via apoptotica de receptors de mort
(extrinseca), la caspasa 8 esdevé activa via oligomeritzacié en un complex multiméric anomenat
DISC, format pel zimogen, els receptors de mort activitats i proteines adaptadores. La caspasa
8 activa pot actuar sobre altres caspases amplificant el senyal apoptotic.

Cultivem 2 milions de céllules en les condicions i els temps indicats en I'experiment i

prosseguim amb les indicacions comercials del producte.

Determinacio ATP

La mort cellular , especialment I'apoptosi, és un procés depenent d’energia que requereix
d’ATP. Quan els nivells d’ATP cauen fins al punt que la céllula ja no pot realitzar les seves
funcions metaboliques basiques, la céllula mor. Una céllula apoptodtica tipica mostra una
reducci6 significativa en els seus nivells d’ATP, motiu pel qual la pérdua de nivells d’ATP en la
céllula s'utilitza com ha indicador de mort cellular. D’altre banda, I'increment dels nivells d’ATP
s’empra com a indicador de proliferacié cellular.

El contingut d’ATP es va mesurar en extractes cellulars de cultius cellulars control i de cultius
tractats durant 3 0 24 hores amb PG 1.5 uM. Es va utilitzar un kit d’assaig d’ATP (Calbiochem,
Beeston/Notthingham, UK) basat en una deteccié bioluminescent dels nivells d’ATP; el kit
utilitza la luciferasa per a catalitzar la formacié de llum a partir de I'ATP i la luciferina. Es
procedeix amb el protocol comercial del producte mantenint sempre les mostres en fred.
L’emissié de llum es mesura en un luminometre (Fluostar optima Microtiter Plate Reader). Les
concentracions d’ATP es calculen a partir de la corba estandard generada utilitzant I'ATP

estandard inclos en el kit.
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per Prodigiosina en Linies Cellulars de
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Capitol 1. Resultats

Introduccio

La prodigiosina (2-metil-3-pentil-6-metoxiprodigiose) (PG) és un metabolit secundari produit per
la bactéria Serratia marcescens amb diverses activitats biologiques (Montaner and Perez-
Tomas, 2003), perod principalment estudiat per el seu potencial com a agent quimioterapéutic.
In vitro a estat testat front una gran varietat de linies cellulars tumorals i cultius primaris
(Pandey et al., 2009; Perez-Tomas et al., 2003), havent-se descrit el seu efecte antimetastasic

en céllules de cancer de pulmé (Zhang et al, 2005).

Donat el potencial de la PG com a agent quimioterapic i la no existéncia d’estudis previs on
s’hagi assajat el seu efecte sobre el neuroblastoma, en el treball que presentem a continuacio
el nostre objectiu principal va ser estudiar la seva citotoxicitat front al neuroblastoma i examinar
els seus mecanismes d’accié, emprant per aquest fi diferents linies cellulars de neuroblastoma

huma.
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Resultats

En el treball que presentem a continuacioé es van utilitzar quatre linies cellulars, tres de tipus N,
SH-SY5Y, IMR-32 i LAN-1, i una de tipus S anomenada SK-N-AS. A més a més varem estudiar un
segon clon de la linia SH-SY5Y, al qual varem anomenar SH-SY5Yhp (high proliferative), per

diferenciar-se de les SH-SY5Y en la seva major capacitat proliferativa (Figura 39).
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Figura 39. Velocitat de proliferacié dels clons SH-SY5Y i SH-SY-5Yhp (high prolifetive).
Analisi de la proliferacié cellular realitzat per assaig d’incorporacié de timidina tritiada. Es
van sembrar 5 x 103 céllules al temps O.

La PG disminueix la viabilitat celdular en céHules de neuroblastoma huma

Per tal d’avaluar la citotoxicitat de la PG en les linies cellulars de neuroblastoma huma es van
realitzar assajos de MTT i de comptatge de céllules, emprant en el primer cas la totalitat de les
cellules, i en el segon Gnicament les céllules adherides. La viabilitat de la majoria de linies
cellulars, a excepcié de les SK-N-AS, es va veure reduida després de 24 hores d’exposicio a
concentracions de PG inferiors a 3 uM (Figura 40A). La linia cellular SH-SY-5Yhp va resultar ser
la més sensible, obtenint per MTT una ICso a les 24 hores de 150 nM, mentre que la SK-N-AS va
ser la més resistent, reduint la seva viabilitat al 50 % només després de 24 hores d’exposicio a
PG a una concentracié de 7 uM, valors que apropen la sensibilitat d’aquestes céllules a la de
céllules no tumorals (Montaner and Perez-Tomas, 2003). La linia SH-SY5Yhp mostra un
descens progressiu en els valors de les ICso @ mesura que s’incrementa el temps d’exposicié de
les céllules a la PG, sent aquest descens especialment marcat a les 48 hores. La viabilitat
cellular es troba drasticament reduida en totes les linies cellulars després de 48 hores de
tractament amb la dosi de PG corresponent a la ICso (24 hores), a excepcié de les SK-N-AS
(Figura 40B).
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La utilitzaci6é d’assajos com el MTT basats en el tetrazoli, mostren pero algunes limitacions en la
seva aplicacié degut a interferéncies metaboliques (Vistica et al., 1991), sent molt practics per
a avaluar la “salut metabolica” de les céllules, en termes de potencial reductor, perd no sempre
efectius en I'avaluacié de la viabilitat cellular. Per tal de verificar els resultats anteriorment
descrits, parallelament als assajos de viabilitat per MTT es van realitzar comptatges de nimero
de céllules adherides (Figura 40C). Els patrons de corba obtinguts amb els resultats de les dues
metodologies van resultar ser molt similars, obtenint-se pero valors inferiors amb aquest darrer
métode, indicant que probablement algunes de les céllules que es troben en suspensié encara

mantenen la capacitat de reduir el MTT.
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Figura 40. La PG disminueix la viabilitat de les célules de neuroblastoma. A | Corbes de
viabilitat de diferents linies cellulars de neuroblastoma mesurades pel métode de reduccid
de MTT després de 24 h d’incubacié amb diferents concentracions de PG. Els resultats
s’han expressat com % en comparacié amb els controls no tractats a les 24 h d’incubacio.
B | Idem que grafica anterior a les 48 h d’exposicié a PG. C | Nimero de céllules adherides
després de 24 h d’incubacié amb diferents concentracions de PG. Els resultats estan
expressats en % de céllules en comparaci6 amb les no tractades després de 24 h
d’incubacié. Els resultats son la mitjana + S.E.M. de tres experiments.
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A més a més, per tal de poder assumir els valors obtinguts per MTT com a lineals respecte el
contingut de proteina i nimero de céllules, el contingut proteic per céllula es va establir en
céllules no tractades, no trobant-se diferencies significatives en aquesta relacié en cap de les
linies cellulars després d’haver estat tractades amb PG (Taula 7). Sent aquesta una

comprovacié més que valida els resultats obtinguts per MTT.

Taula 7
. Contingut proteic

Ltz e iy ug proteina x 104/ céllula + S.E.M.
SH-SY5Yhp 1.0+0.1

SH-SY5Y 1.8+0.2

LAN-1 2.2+0.2

IMR-32 1.8+0.1

SK-N-AS 2.6+0.3

Posteriorment I'efecte de la PG va compararse amb [|'efecte del cisplati (cis-
diaminedichloroplatinum (Il)) (CisPt), una droga quimioterapéutica d’'Us convencional en el
tractament de varis cancers, incloent els neuroblastomes (Kushner and Cheung, 2004; Kushner
et al., 2008). A la figura 41A es mostren els valors de la ICso a les 24 hores per a cadascuna de
les linies cellulars front a PG i CisPt. Només per a les IMR-32 es van obtenir efectes de similar
magnitud amb les dues drogues, les linies SH-SY5Y, LAN-1 i fins i tot les SK-N-AS van resultar

ser molt més sensibles a la PG que al CisPt (Figura 41B).

- ICso Prodigiosina ICso Cisplati
Rl G LTS UM £ S.E.M. UM £ S.E.M.
SH-SY5Yhp 0.15+0.01 50+ 0.5
SH-SY5Y 1.5+ 0.2 50+ 0.5
LAN-1 1.5+ 0.2 100+ 8
IMR-32 0.7+0.1 0.7+ 0.1
SK-N-AS 7.0+ 0.5 85+ 8

SH-SY5Y
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Figura 41. Concentracions corresponents a les ICso + S.E.M per a prodigiosina i cisplati.
A | Taula on es mostren els valors per a les diferents linies de neuroblastoma determinats
per MTT després de 24 h d’incubacié amb PG i CisPt. B | Com a resultat representatiu es
mostra la viabilitat de les céllules SH-SY5Y després de 24 h de tractament amb diferents
concentracions dels dos compostos (en escala logaritmica).
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En les linies LAN-1 es va realitzar un estudi de viabilitat per MTT a 24 hores combinant les dues
drogues (Figura 42A). Els resultats mostren que la combinacié indueix un increment significatiu
en la pérdua de viabilitat respecte els resultats obtinguts amb els tractaments amb cadascuna
d’elles per separat, fins i tot amb dosis de CisPt i PG per si soles inefectives. Quan el mateix
experiment es va realitzar amb la linia SK-N-AS, considerada practicament resistent a la PG per
obtenir una ICso molt semblant a la de céllules sanes, no es van observar diferencies respecte

el tractament exclusivament amb CisPt (Figura 42B).
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Figura 42. Efecte de la combinacié dels agents prodigiosina i cisplati sobre les céllules de
neuroblastoma. Viabilitat cellular mesurada per MTT de les céllules LAN-1 i SK-N-AS
després del tractament amb diferents concentracions de PG, soles o en combinacié amb
CisPt 20, 60 0 100 uM durant 24 h. Els resultats sén la mitja + S.E.M de tres experiments
independents. P< 0.05 *, P<0.01**, en comparacié amb les céllules tractades amb PG
(Anova + Test Duncan).

Aturada del cicle cellular després del tractament amb PG

Estudis previs publicats amb PG i amb d’altres membres de la familia de les prodiginines
descriuen el seu efecte en la regulacié de la proliferacié cellular (Perez-Tomas et al., 2003). Les
prodiginines indueixen aturada del cicle cellular, perd els processos descrits fins al moment,
suggereixen mecanismes d’accié diferents depenent del membre de la familia de les

prodiginines utilitzat i de la linia cellular en que s’ha testat el seu efecte.

Amb I'objectiu d’avaluar un possible efecte de la PG sobre la proliferacié cellular en linies
tumorals de neuroblastoma huma varem realitzar estudis d’incorporacié de timidina tritiada

(timidina[H3]), tenint Gnicament en compte per aquest fi les céllules que resten adherides
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després de I'exposicid a I'agent. Inicialment els estudis realitzats van ser només temps-
dependents, emprant una Unica dosi de PG, la ICso 24 hores corresponent a cada linia cellular.
Els resultats ens van permetre establir el rang de proliferacié basal de les linies utilitzades en
I’estudi, obtenint valors molt similars en les linies IMR-32, SK-N-AS i SH-SY5Y, i forca més
elevats en les LAN-1 i en el clon SH-SY5Yhp (Figura 42A). Els valors resultants de la incubacié
amb PG al llarg del temps, representats com a % d’incorporacié de timidina[H3] respecte les
céllules control no tractades per a cada temps i per a cada linia cellular, indiquen que els
mecanismes de proliferacié cellular es troben quasi complertament bloquejats després de 6
hores de tractament en les SK-N-AS, mentre que per a la resta de linies cellulars s’observa un
descens progressiu en la incorporacié de [H3]timidina, arribant al 10-20 % respecte les céllules

no tractades després de 24 hores (Figura 42B).

La representacid en escala logaritmica dels valors corresponents a I'exposicié de les céllules a
PG durant 24 hores ens mostra una reduccié de la proliferaci6 a menys del 50 % amb
concentracions inferiors a 1 uM en totes les linies cellulars estudiades excepte en les SK-N-AS,
que necessiten una concentracié6 de PG entre 1.5 -3.5 pM per a disminuir el seu rang de
proliferacié a la meitat (Figura 42C). L’efecte produit per la PG sembla doncs dependre de la

dosi aplicada i la linia cellular testada.

L'analisi dels resultats no mostra una correlacié directa entre la pérdua de viabilitat i la
disminucié de la incorporacié de timidina[H3]: la utilitzacié de dosis baixes de PG en tres de les
linies cellulars, LAN-1, IMR-32 i SK-N-AS, ens va permetre diferenciar entre mort cellular i
aturada del cicle cellular. La dosi que produeix una disminucié de la viabilitat del 25 % en les
LAN-1 (0.5 uM) causa a les 24 hores una incorporacié de timidina[H3] del 58 %, la dosi de PG
200 nM en les IMR-32 disminueix la incorporacié de timidina[H3] a un 34.4 %, mentre la
concentracié de PG 1.5 uM, una dosi que practicament no afecta la viabilitat de les SK-N-AS,
disminueix la proliferacié6 en aquestes céllules un 50 %. Dades que ens indiquen que la
proliferacié cellular es veu minvada amb concentracions de PG que encara no afecten la

viabilitat.
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Figura 42. La prodigiosina redueix la velocitat de proliferacié de les linies cellulars de
neuroblastoma. A|Analisi de la proliferacié cellular de diferents linies cellulars de
neuroblastoma al llarg del temps, mesurat pel métode d’incorporacié de timidina[H3].
B|Estudi de la incorporaci6 de timidina[H3] al llarg del temps utilitzant dues
concentracions de PG per linia cellular, una d’elles corresponent a la ICso. Els valors
s’expressen com a % d’incorporacié de timidina[H3] respecte les céllules control no
tractades per a cada temps i linia cellular. C| Representacié conjunta del % d’incorporacio
de [H3]timidina, respecte les céllules control no tractades per a cada temps i linia cellular,
després d’haver estat incubades durant 24 h amb diferents concentracions de PG,
indicades en escala logaritmica. En tots els casos (A, B i C) es van sembrar 5 x 103 céllules
per condicid i linia celular al temps 0. Els resultats sén la mitja + S.E.M de tres
experiments independents. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 (2WayAnova + Posttest
Bonferroni).

L’observacié morfologia de les célules ens indica que les els dos clons SH-SY5Y i les LAN-1
mostren cert grau de diferenciacid després de 12 hores d’incubaci6 amb les dosis
corresponents a les seves ICso, mostrant ambdues estructures similars a neurites (Figura 43A).
A les 24 hores aquest efecte només és evident en les LAN-1, ja que la diferenciacioé observada
en els clons SH-SY5Y sembla disminuir al augmentar la concentraci6 de PG o el temps
d’exposicié a I'agent (Figura 35A). En la resta de linies cellulars aquest efecte és menys
evident: en ordre LAN-1 > clons SH-SY5Y >IMR-32 >SK-N-AS. Totes les linies cellulars de
neuroblastoma, a excepcié de les SK-N-AS, al ser incubades amb concentracions de PG
corresponents a les seves respectives ICso durant 24 hores mostren un percentatge elevat de
céllules en suspensié amb morfologia arrodonida i mida reduida, caracteristiques de céllules

no viables (Figura 43B).
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Figura 43. La prodigiosina indueix canvis morfologics en les céllules de neuroblastoma
huma. A| En les céllules SH-SY5Yhp el temps i la concentracié de PG determinen els
canvis morfoldgics. L'exposicié d’aquestes céllules a la dosi 150 nM durant 12 h indueix
I'aparicié d’estructures semblants a neurites com les observades en les céllules LAN-1.
L’increment del temps d’incubacié o de la concentracié de I'agent disminueixen la viabilitat
cellular, observant-se en aquestes casos céllules majoritariament arrodonides i petites.
B| Quatre Iinies cellulars de neuroblastoma van ser incubades durant 24 h amb PG 0.5
UM. En les céllules LAN-1 s’observa 'aparici6 d’estructures semblants a neurites. Les
céllules SH-SY5Yhp i IMR-32 a aquest temps, i amb aquesta concentracié, no mostren
canvis indicatius de diferenciacid cellular, perd si I'arrodoniment caracteristic de les
céllules no viables.

En la mort cellular induida per PG s’activen marcadors apoptotics

A continuacio, tenint en compte els resultats anteriors, es va analitzar el procés de mort induit
per PG i la seva relacid amb la proliferacié cellular. Estudis préviament publicats descriuen la
inducci6 d’apoptosi per PG en varies linies cellulars canceroses (Campas et al., 2003; Diaz-Ruiz
et al., 2001; Montaner et al., 2000; Montaner and Perez-Tomas, 2001) .

Un dels parametres morfologics més classics en I'estudi de I'apoptosi és I'aparicid de
condensacié nuclear i la formacié de cossos apoptotics. La tincié nuclear amb Hoescht 33342
realitzada després de I'exposicié de les céllules a la seva corresponent ICso, (nicament va
revelar la preséncia de nuclis condensats i fragmentats en les SH-SY5Yhp (Figura 44A), resultat
que va ésser confirmat mitjancant la visualitzacié dels fragments internucleosomals de I’ADN

per electroforesi (Figura 44B).

Per tal de discernir si la mort cellular és depenent o independent de caspases, varem emprar el
inhibidor general de caspases z-VAD.fmk en assajos de viabilitat per MTT en les SH-SY5Yhp. Els
resultats van indicar una proteccié parcial perd important, reduint la pérdua de viabilitat a un
20-25 % respecte el 75 % obtingut amb les dosis més elevades de PG a les 24 hores de
tractament (Figura 45A). En totes les linies testades el z-VAD.fmk va protegir parcialment

I'efecte de la PG a les 24 hores, pero no a les 48 hores (Figura 45B).
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Figura 44. Aparici6 de marcadors apoptotics després del tractament amb prodigiosina.
A | El marcatge fluorescent Hoescht 33342 en céHules de neuroblastoma revela I'aparicio
de cossos apoptotics Gnicament en les céllules SH-SY-5Yhp després del tractament amb la
corresponent ICso per PG durant 24 h. B | Escala de degradaci6é de I’ADN de les céllules
SH-SY5Yhp en les mateixes condicions esmentades en I'apartat (A).
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Figura 45. El inhibidor general de caspases z-VAD.fmk reverteix parcialment la mort
cellular induida per prodigiosina. A | Analisi comparatiu de la viabilitat cellular mesurada
per MTT en les céllules SH-SY5Yhp front a PG i PG + z-VAD.fmk., després de 24 h de
incubacié. B|Efecte del zVAD.fmk en la viabilitat de diferents linies celulars de
neuroblastoma després del tractament amb PG durant 24 h. En ambdoés casos les
concentracions de PG emprades corresponent a la IC50. Els resultats sén la mitja + S.E.M
de tres experiments independents. *P<0.05, **P<0.01 i ***P<0.001 en comparacié amb
les céllules no tractades Gnicament amb PG (t-Student).
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La possible implicacié de caspases en la mort cellular induida per PG va estudiar-se amb més
profunditat en les SH-SY5Yhp. Les céllules van ser exposades a 50, 100, 200 i 400 nM de PG
durant 6, 12 i 24 hores (concentracions que corresponen a una disminucié de la viaibilitat
cellular del 5, 30, 65 i 75 % respectivament) i es va avaluar I'expressié de les proteines
d’interés (Figura 46). Els nivells de la forma inactiva, o procaspasa, de la caspasa iniciadora 2 i
I'’efectora 7 decreixen ja a les 12 hores d’exposicié a la droga a partir de la dosi 100 nM, i a
partir de la 50 nM a les 24 hores. La caspasa 9, iniciadora de la via mitocondrial, no és activa
fins a les 24 hores amb la dosi 100 nM, mentre que la caspasa 3 s’activa a partir de les 12
hores d’exposicié a la mateixa dosi de PG. La poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), substrat de
les caspases, comencga a mostrar acumulacié del seu producte fragmentat a partir de la dosi de
PG corresponent a la IC3 a partir de les 12 hores, sent aquest especialment marcat a les 24

hores.
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Figura 46. Prodigiosina indueix I'activacié de caspases i PARP en la linia cellular SH-
SY5Yhp. Analisi per Western-Blot al llarg del temps de I'activacié de caspases i proteolisi
de PARP després de la incubaci6 de les céllules amb diferents concentracions de PG.

Per tal d’aprofundir una mica més en els esdeveniments claus de la apoptosi varem analitzar
I'alliberament de factors apoptotics del mitocondri al citoplasma. 3 hores d’incubacié amb PG
van resultar ser suficients per a induir la sortida de citocrom ¢ i de Smac/DIABLO del mitocondri
(Figura 47). L’acumulacié d’aquests factors apoptotics a la fraccié citoplasmatica s’inicia en
aquest temps a la dosi 100 nM en el cas de Smac/DIABLO, i en 400 nM el citocrom ¢, en
ambdds casos la sortida d’aquest factors apoptotics es manté a les 24 hores. Pel que respecte
al factor inductor d’apoptosi (AIF), el seu alliberament Unicament I'observem a les 24 hores

d’exposici6 a PG.
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Figura 47. El tractament amb prodigiosina condueix a [I'alliberament de factors
mitocondrials apoptotics. Analisi per Western-Blot al llarg del temps de la sortida de factors
apoptotics després de la incubaci6 de les céllules SH-SY5Yhp amb diferents
concentracions de PG.

Per dltim, degut a que la caspasa 2 sembla ser necessaria per al desencadenament de
I'apoptosi induida per estrés reticular (Kitevska et al., 2009; Krumschnabel et al., 2009a;
Krumschnabel et al., 2009b) varem voler analitzar I'expressioé de la proteina Grp78 (glucose
regulated protein 78) en resposta a PG. Grp78 és un proteina clau en els processos que tenen
lloc en el reticle endoplasmatic i un dels reguladors rellevants de I'estrés reticular (Banhegyi et
al., 2007; Li and Lee, 2006). Tal i com es mostra en la figura 48, PG indueix un augment de
I'expressié de Grp78 a les 12 hores de tractament a partir de la dosi de PG 100 nM, coincidint

amb la disminuci6 del zimogen de la caspasa 2.
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Figura 48. Prodigiosina indueix un augment de I'expressio de Grp78. Els lisats cellulars de
les céllules SH-SY5Yhp mostren la disminucié de la proforma de la caspasa 2 i 'augment
de I'expressio de la proteina Grp78.
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Aquests resultats indiquen que I'activacié de les caspases és posterior a I'alliberament dels
factors mitocondrials, suggerint que I'apoptosi mediada per PG, en les SH-SY5Yhp, té lloc
utilitzant principalment el mitocondri per a la transduccié del senyal inductor de mort, perd que
parallelament altres processos s’estan desencadenant tal i com indica I'activacié de les
caspases 2, 7 i 3, i la proteolisi de PARP préviament a I'activacio de la caspasa 9, involucrada
directament en la via mitocondrial. De fet, I'analisi de la proteina Grp78, junt amb el de la
caspasa 2, suggereixen la implicacié de I'estrés reticular en el procés de mort desencadenat
per PG.

Activacio tardana de la via apoptotica extrinseca en la mort induida per PG

Els resultats obtinguts préviament ens van fer plantejar la possible participacié de la via

apoptotica per receptors de mort en el procés desencadenat per PG.

L’expressié i el paper de la caspasa 8 en el neuroblastoma son controvertits, no observant-se la
seva expressio en algunes linies cellulars i extractes de tumors de pacients, existint inclis
discrepancies en la bibliografia respecte I'expressioé de la caspasa 8 en algunes de les linies
cellulars estudiades (Fulda et al., 2006; Hopkins-Donaldson et al., 2000; Kisenge et al., 2003;
Poulaki et al., 2001; Ribas et al., 2005). No obstant, experiments preliminars realitzats en el
nostre grup on s’estudiava la resposta de les diferents caspases en les SH-SY5Yhp, ens van
permetre detectar la seva activitat en aquesta linia cellular. Varem decidir per aquest motiu
profunditzar en 'estudi d’aquesta caspasa, per tal de determinar si la via extrinseca podria

estar implicada en els mecanismes desencadenats per PG.

L'analisi de I'expressié de proteina per Western-Blot dels extractes obtinguts d’experiments
temps i dosi dependents en les céllules SH-SY5Yhp, va mostrar una disminucié de la proforma
de la caspasa 8 a partir de la dosi de PG 100 nM a les 24 hores de tractament (Figura 49A). No
obstant, el pes molecular de la proforma observada va resultar ser inferior a 'esperat, tal i com
es mostra en el Western-Blot realitzat a les 24 hores on s’inclou com a control positiu un
extracte de céllules Jurkat (JK) que expressen la proteina caspasa 8 normal. L’assaig preliminar
de I'activitat IETD-asa mostra un augment dosi depenent de I'activitat, arribant a triplicar-se a la

dosi de 400 nM respecte al control no tractat (Figura 49B).
Per Gltim, varem voler avaluar la importancia d’aquesta activitat caspasa 8 en la mort induida

per PG, i per a fer-ho varem realitzar un estudi de viabilitat celHular per MTT utilitzant I'inibibidor

especific de caspasa 8 IETD.fmk . Els resultats obtinguts semblen indicar que la coincubacié de
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les cellules amb PG i I'inhibidor no disminueix I'efecte de la PG, suggerint un paper irrellevant
d’aquesta via en el procés de mort desencadenat per la nostra droga en les céllules SH-SY5Yhp
(Figura 49C).
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Figura 49. La prodigiosina actua tardanament sobre la via extrinseca de mort cellular.
A | Western-blot on es mostra I'efecte de diferents concentracions de PG en la reduccié de
la proforma de la caspasa 8 en céllules SH-SY5Yhp, aixi com el seu pes en comparacid
amb la forma normal de caspasa 8 present en les céllules Jurkat. B | Assaig d’activitat
IETDasa en céllules SH-SY5Yhp després de 24 h d’incubacié amb diferents concentracions
de PG. C | Efecte de I'inhibidor de la caspasa 8 IETD.fmk en la disminucié de la viabilitat
induida per PG en les céllules SH-SY5Yhp (mesures obtingudes per MTT). Els resultats s6n
la mitja £ S.E.M de tres experiments independents.

PG inhibeix I'activacio de NF-kB

L’activacié de la caspasa 8 pot ser un efecte posterior a I'activacié d’altres caspases o pot estar
lligat a receptors de mort mitjancant algun factor extracellular. Les céllules SH-SY5Yhp
produeixen la citoquina proinflamatoria TNF-a (factor de necrosis tumoral-alfa) com a resposta a
situacions d’estrés cellular (Gomez-Santos et al., 2007), de manera que es va analitzar aquest

efecte com a resposta a la PG. L’administraci6 de PG 150 nM durant 2, 6 i 12 hores va
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augmentar progressivament la forma soluble de TNF-a, la qual va ésser determinada per ELISA
(Figura 50A). A la vegada per Western-Blot varem observar un increment de la preséncia del
receptor TNFR1 (Figura 50B).

Aquesta podria ser I'explicacié de I'activacié de la caspasa 8, tot i no produir dita activacio una
repercussio a nivell de viabilitat cellular. No obstant, TNRF1 també esta vinculat a mecanismes
de supervivéncia mitjangant I'activacié del factor nuclear kappa B (NF-kB). EI mateix TNF-a
indueix NF-kB, havent-se demostrat a la vegada que la supressid6 de NF-kB potencia la
citotoxicitat de TNF-a (Beg and Baltimore, 1996; Guicciardi and Gores, 2009; Kitahara et al.,
2000; Van Antwerp et al., 1996). NF-kB és un factor de transcripcié d’expressié ubiqua que
regula I'expressié de miltiples gens importants en la supervivéncia cellular i en la resposta de
I’hoste a infeccié o dany, pero involucrat també en la patogénesis de varies malalties, entre
elles el cancer: el sistema NF-kB es troba freqliientment implicat en la tumorogénesi degut als
seus efectes antiapoptotics i a la seva capacitat de promoure I'emancipacié de les céllules

canceroses de senyals extrinseques de creixement (Inoue et al., 2007; Van Waes, 2007).

L’estudi per EMSA d’aquest factor de transcripcio va revelar que NF-kB estava constitutivament
actiu en les céllules de neuroblastoma SH-SY5Yhp, produint-se una marcada disminucié de la
seva interaccid amb I’ADN després de I'exposicido a PG 150 nM en els tres temps estudiats
(Figura 50C), resultats consistents amb la disminucié de la proliferacié i la pérdua de la

viabilitat.

Tenint en compte aquests resultats, varem analitzar per MTT la viabilitat resultant del
tractament simultani de PG i TNF-q, utilitzant amb aquesta finalitat les dosis de PG 50, 150 i
400 nM, i de TNF-a 50 i 100 nM (Shunghoon et al., 2004). Els resultats obtinguts no mostren
diferencies significatives en I'afectacié de la viabilitat de les SH-SY5Yhp després d’haver estar

exposades a PG en preséncia, o en abséncia, de TNF-a (Figura 50D).
Les dades obtingudes no semblen doncs indicar que els increments de TNF-a i TNFR1 tinguin

un paper rellevant en la supervivéncia i la mort de les céllules de neuroblastoma tractades amb
PG.

132



Capitol 1. Resultats

A B
—_E~200 CT PG
[ »e]
< 100 TNF-R1
8 50 a-TubuIinaE]
Z
= 0 T T T T
0 2 6 12
Temps (h)
D C
PG (150 nM)
- 1204
CT 12 6 2 (h) = —cT
] E 1009 [ PG 50nM
2 - 3 PG 100nM
[
< 5 N PG 400nM
'S 60
3
5 404
®
O 20
=
0
- - 4+ - - + - - + - 4+ - TNF 50mg/ml
. . - 4 - - % - - % - 4 TNF100mg/ml

Figura 50. En les céllules SH-SY5Yhp TNF-a i NF-KB es modulen amb el tractament amb
prodigiosina. A|Assaig Elisa on es mostra I'augment al llarg del temps induit per PG
(150nM) de la forma soluble de TNF-a . B|Western—BIot on s’observa l'increment de
TNFR1 a les 12 h de tractament amb PG 150 nM. C | Analisi de la viabilitat cellular per
MTT de la combinacié de diferents concentracions de PG amb TNF 50 i 100 mg/ml. Els
valors s’expressen en % respecte les céllules no tractades a les 24 h d’incubacioé. Els
resultats son la mitja + S.E.M de tres mesures independents. EI CT es mostra en color
blanc, en gris clar PG 50nM, en gris fosc 100nM i en negre 400nM. D | EMSA on s’observa
una disminucié del factor nuclear NF-kB després del tractament amb PG 150 nM a
diferents temps, en comparacié amb el control (CT) a les 12 h.

Distribucio intracellular de la PG

La PG és un compost vermell fluorescent que en la seva forma no ionitzada és liposoluble,
propietat que li permet difondre a través de les membranes plasmatiques, podent observar-se
la seva distribucioé un cop penetra en la céllula per microscopia de fluorescéncia. Una primera
visualitzaci6 del compost en la céllula ens va mostrar una localitzacié citoplasmatica
caracteritzada per la preséncia de cimuls de major intensitat de fluorescéncia. La distribuci6 i
mida d’aquests cimuls ens va fer pensar en la possibilitat que la PG pogués estar quedant
retinguda en organuls intracellulars. En totes les condicions estudiades el nucli cellular es va

mantenir preservat de I'entrada de PG (Figures 51).
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Figura 51. Visualitzaci6 de la prodigiosina en I'interior de la céHula. Imatge de microscopia
de fluorescéncia de les céllules SH-SY5Y després de 24 h d’incubacié amb PG 400 nM. En
la imatge de I'’esquerra es mostren en blau els nuclis marcats amb el marcador fluorescent
Hoescht 33342. A la dreta la mateixa imatge analitzada amb un filtre que ens permet
visualitzar la fluorescéncia vermella emesa per PG.

PG indueix acidificacio citoplasmatica

La basificacidé dels compartiments intracellulars podria estar jugant un paper important en la
I'efecte desencadenat per la PG (Castillo-Avila et al., 2005). La PG és lleugerament basica,
degut a la preséncia d’un acid pirrolénic en la seva estructura (el pka de la base lliure en
aigua/acetonitril és de 7.2) (Rizzo et al., 1999), essent possible la seva protonacié en els
compartiments acidics de la céMula, amb la consequent afectacié del pH citoplasmatic. El pH
acid dels organuls s’ha descrit com a possible responsable d’una amplia varietat de funcions
cellulars, com I’endocitosi, I'exocitosi i el transit intracellular, aixi com de la diferenciacio, el

creixement i la mort cellular (Ohkuma et al., 1998).

L'efecte de la PG sobre el pH dels lisosomes es va avaluar mitjancant la tincié vital amb taronja
d’acridina (TA). Aquest compost es protona i s’acumula en compartiments acids com els
lisosomes. Una elevada concentracio de TA en aquests compartiments resulta en I'emissio de
fluorescéncia taronja, mentre que a concentracions més baixes, en un pH neutre o basic, el TA
no protonat adquireix un coloracié verda (Canonico and Bird, 1969). En totes les linies cellulars
de neuroblastoma estudiades després de la tinci6 amb TA es va observar fluorescéncia verda
en el nucli i en el citoplasma, i fluorescéncia taronja amb distribucié granular en el citoplasma,
indicant la localitzaci6é dels compartiments intracellulars acidics. El tractament amb PG van fer
desapareixer complertament la coloracié ataronjada en totes les céllules després de 6 hores
d’exposici6 a la dosi 1.5 uyM (dosi toxica per a totes les linies cellulars excepte per a les SK-N-
AS) o amb la dosi corresponent a la ICso, suggerint que la PG indueix la neutralitzacié del pH

lisosomal (Figura 52).

134



Capitol 1. Resultats

SH-SY5Yhp

SK-N-AS

Figura 52. El pH lisosomal disminueix després del tractament amb prodigiosina. Imatges
de microscopia de fluorescéncia. El pH intracellular s’ha detectat amb taronja d’acridina. A
les 6 h de tractament amb la dosi 1.5 uM de PG desapareix la fluorescéncia ataronjada. Es
mostren les linies cellulars SH-SY5Yhp i SK-N-AS com a representatives.

Acumulacié mitocondrial de PG en céllules de neuroblastoma huma

Per abordar la possible localitzacié intramitocondrial de PG varem emprar el marcador
mitocondrial MitoTracker® Deep Red, havent comprovat préviament que no existien
interferéncies entre les longituds d’ona (A) d’emissi6 dels dos compostos (Figura 53A) (el perfil
de I'espectre d’emissié de PG es mostra en I'apartat de marcatge mitocondrial de Material i
Métodes). Les SH-SY5Yhp van ser tractades amb 150 i 400 nM de PG, ICso i IC7s
respectivament, durant 6 i 12 hores abans de ser fixades i incubades durant 30 minuts amb
250 mM de MitoTracker®. Els resultats obtinguts ens mostren un clar solapament dels dos
marcatges en totes les condicions estudiades, indicant que la PG s’acumula en els mitocondris
d’aquestes céllules a temps molt primerencs (Figura 53B). A més a més resulta evident a
I'observar aquestes imatges la diferenciacié morfologica de les céllules exposades durant 12

hores a PG 150 nM, resultat que corrobora aquells observats en apartats anteriors .
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CT Negatiu

Prodigiosina

CT Negatiu

Mitotracker
B

Prodigiosina Mitotracker Superposicio
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Figura 53. La prodigiosina s’acumula en els mitocondris de les célules SH-SY5Yhp.
A|Controls on s’evidencia el no solapament de les A d’emissi6 dels dos compostos
analitzats en 'estudi. B | Analisi per microscopia confocal de I'efecte de P a 150 i 400 nM,
durant 6 i 12h. La fluorescéncia de la PG es mostra en verd (\em=543 nm), i la del
Mitotracker en vermell (\em=633 nm). La co-localitzacié es veu en color groc.
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Per tal de discernir si aquest comportament era exclusiu de les SH-SY5Yhp o comu entre les
linies cellulars de neuroblastoma huma utilitzades en aquest estudi, es va realitzar el mateix
experiment amb les céllules LAN-1, SK-N-AS i el clon SH-SY5Y. Les céllules van ser incubades
durant 3 hores amb PG 1.5 uyM (la mateixa dosi emprada en I'assaig amb TA). Tal i com
s’observa en la Figura 54, la PG també mostra un marcatge preferentment mitocondrial en les
linies LAN-1 i SH-SY5Y. No obstant, en les SK-N-AS, tot i observar-se un elevat grau de
superposicié entre els dos marcatges, resten cimuls de PG que no collocalitzen amb el

marcatge del MitoTracker®.

Prodigiosina Mitotracker Superposicio

SH-SY5Y

1600 jm

LAN-1

SK-N-AS

Figura 54. Localitzacié mitocondrial de la prodigiosina en diferents linies cellulars de
neuroblastoma. Les céllules SH-SY5Y, LAN-1 i SK-N-AS es van incubar durant 3 h amb PG
1.5 uM. Unicament en la linia SK-N-AS s'observa la preséncia de cimuls de PG
citoplasmatics que no es superposen al marcatge mitocondrial.
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La PG produeix afectacio de la cadena respiratoria en céllules de

neuroblastoma

Globalment, el conjunt de dades obtingudes, ens suggerien I'afectacié mitocondrial com a eix
principal dels efectes desencadenats per PG en el nostre model cellular. Per tal d’avaluar si la
preséncia de PG en el mitocondri estava afectant la capacitat funcional d’aquests organuls es
va procedir a I'analisi del consum d’oxigen per respirometria d’alta resolucié. Aquesta técnica
consisteix en mesurar el consum d’oxigen en una suspensid cellular (o de mitocondris) a temps
real, en preséncia de diferents substrats i/o drogues, tal i com es descriu a I'apartat Material i
Métodes. Per a cada experiment es va emprar una suspensié de 106 céellules/ml en un volum

final de 2 ml de medi.

L'analisi de la respiracié basal, rutina, va revelar un consum d’oxigen superior per a la linea
cellular SH-SY5Yhp (30 + 1 pmolsOz/seg./mL) respecte les linies cellulars IMR-32, LAN-1 i SK-
N-AS, totes tres amb una rutina molt semblant (18 + 0.5, 18 + 0.7 i 14 + 1 pmolsOz/seg./ml,
respectivament) (Figura 55). Valors tots ells que es poden considerar baixos, indicant un
metabolisme aerdbic reduit en aquestes ceélules. El tractament amb PG 1.5 yM va augmentar
immediatament el consum d’oxigen en les céllules LAN-1 i IMR-32, consum que no va veures

afectat pero en les linies SH-SY5Yhp i SK-N-AS.
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Figura 55. El tractament amb prodigiosina augmenta la respiracié basal d’algunes linies
cellulars de neuroblastoma. La grafica mostra el flux d’oxigen en el medi de cultiu mesurat
per respirometria (expressat com pmol d’oxigen per segon i mL de medi), en céllules no
tractades i després de 2 h de tractament amb PG 1.5 pM. La concentracié inicial d’oxigen
era de 200 uM, i al voltant de 175 uM al finalitzar I'experiment. El flux d’oxigen en les
céllules control era de: 30 + 1 (SH-SY-5Yhp), 18 + 0.5 (IMR-32), 18 + 0.7 (LAN-1)i 14 + 1
(SK-N-AS) pmols02/seg./ml, contenint un ml 106 céllules . Els resultats sén la mitja +
S.E.M. de 10 lectures durant un temps 10 minuts. *P<0.05, **P<0.01, en comparacid
amb el control corresponent (Anova + Duncan Test).
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La respiracié en preséncia d’oligomicina (Olig) (inhibidor de I'ATP sintasa) ens va permetre
obtenir la mesura de la respiracié desacoblada. El consum d’oxigen en les céllules no tractades
amb PG, va disminuir entre un 50 i un 80 % en les céllules LAN-1, SH-SY5Yhp i IMR-32 després
de I'adici6 de 1 pg/ml d’oligomicina, i només un 30% en les SK-N-AS. No obstant, I'inhibidor de
I’ATP sintasa no va mostrar cap efecte sobre el consum d’oxigen en les céllules tractades amb
PG.

Els resultats obtinguts semblen indicar que la acumulacié mitocondrial de PG podria estar
produint una disfuncié mitocondrial en la céllula, havent-se obtingut resultats compatibles amb
un efecte desacoblador de la PG sobre el flux d’electrons en la cadena respiratoria, tal i com es

va confirmar posteriorment en les determinacions d’ATP.

PG inhibeix la sintesi d’ATP

Els resultats exposats préviament ens van fer plantejar la possible afectacio de la sintesi d’ATP.

El contingut d’ATP es va mesurar en extractes cellulars de cultius cellulars control i de cultius
tractats durant 3 o 24 hores amb PG 1.5 yM mitjangant la utilitzacié d’un kit d’assaig d’ATP. El
contingut basal d’ATP obtingut en les quatre linies cellulars estudiades va ser aproximadament
de 1 nmol/ 1068 cellules (aproximadament 1 mM considerant que per 1 ug de proteina calen
unes 6.500 céllules). L'exposicid de les céllules a PG durant 3 hores va ser suficient per
disminuir entre un 20 i 40 % la concentracié d’ATP respecte al corresponent control, en tres de
les quatre linies cellulars estudiades, SH-SY5Yhp, LAN-1 i SK-N-AS, i Gnicament un 5% en el cas
de les IMR-32 (Figures 56A i B). A les 24 hores de tractament les concentracions d’ATP es
redueixen significativament, entre un 60% i un 80%, en les linies SH-SY5Yhp, LAN-1 i IMR-32.
En les SK-N-AS el contingut d’ATP de les céllules es manté molt similar entre les 3 i les 24

hores, no arribant a disminuir més d’'un 30% respecte el control.

L’analisi conjunt dels resultats obtinguts en aquests dos darrers apartats, 'augment de consum
d’oxigen junt amb la disminucié en el contingut d’ATP, ens mostren un patré totalment
compatible amb una situacié en que s’esta produint un increment en el flux electronic pero
aquest no esta sent utilitzat per a la sintesi d’ATP. En altres paraules, estem front un procés de
desacoblament entre la respiracio i la fosforilacidé oxidativa, procés que sol ésser degut a la

pérdua del gradient de protons necessari per a posar en marxa I’ATPsintasa mitocondrial.
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Figura 56. El tractament amb prodigiosina disminueix els nivells d’ATP en les célules de
neuroblastoma. Els valors mostren les concentracions relatives d’ATP després de 3 i 24 h
de tractament amb 1.5 yM de PG. Els resultats son la mitjana + S.E.M. de tres mesures.
Les concentracions basals d’ATP van ser: SH-SY5Y= 0.7 +0.07, LAN-1= 0.84 £ 0.14, IMR-
32=0.74 + 0.07, SK-N-AS= 0.84 + 0.08 nmol/106 célules (determinat com la mitjana +
S.E.M de tres mostres en comparacié6 amb el control, corresponent a les céllules no
tractades). *P<0.05, **P<0.01, ***P< 0.001 (2WayAnova + Posttest Bonferroni).
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Discussio

La PG és capac d’induir una important disminuci6 en la viabilitat celular de les linies cellulars
de neuroblastoma huma, essent especialment citotoxica per a les céllules de tipus N. El
namero de ceéllules viables SH-SY5Yhp, SH-SY5Y, LAN-1 i IMR-32 es veu reduit a la meitat, o
menys de la meitat, després de 24 hores I'exposicié a PG 1.5 uM (les ICso de les tres linies
cellulars en ordre s6n 0.15 + 0.01, 1.5 + 0.2, 1.5 + 0.2 i 0.7 + 0.1 yM). La linia cellular de
tipus S, SK-N-AS, requereix en canvi una dosi de PG de 7 + 0.5 uM per a poder arribar a la seva
ICso, dosi a la qual céllules no tumorals també podrien veures afectades (Campas et al., 2003;
Montaner et al., 2000). Aquest resultats semblen prometedors si tenim en compte que les
cellules tipus N, neuroblastiques, sén considerades més agressives que les tipus S (Spengler et
al., 1997), i que treballs realitzats per I'Institut Nacional del Cancer (Bethesta), testant la PG
front un panel de 57 linies cellulars humanes canceroses, han mostrat una ICso promig de 2.1
MM, concentracié superior a la necessaria per a produir el mateix efecte en les tres linies
cellulars tipus N estudiades en aquest treball (informacid accessible per Internet a

www.dtp.nci.nhi.gov, el nimero NSC per PG és 47147-F). Les céllules de neuroblastoma tipus

N semblen ser doncs forca més sensibles a I'efecte de la PG que les céllules no canceroses, i

que la resta de céllules d’altres tipus de cancers testades.

Els estudis de viabilitat realitzats per MTT i per comptatge de céllules adherides s’han observat
petites diferencies. Tot i seguir ambdues corbes de viabilitat un mateix patré, la corba obtinguda
en l'assaig per MTT, de la qual s’han extrapolat les concentracions ICso utilitzades en aquest
estudi, va resultar lleugerament més elevada que la del comptatge de céllules adherides,
arribant a observar-se diferéncies del 30 % entre els dos métodes. Aquestes dades semblen
indicar que el percentatge de céllules flotants desestimat en el comptatge cellular segueix
essent capac de reduir el MTT, conversidé que depén del poder reductor que caracteritza les
céllules vives. Segons Wei i collaboradors en céllules de carcinoma dosis subtoxiques de PG
produeixen una disminucié de la capacitat d’adhesié a substrat. Es possible que en aquest fet
hi jugui un paper clau la capacitat que té la PG de disminuir I'expressidé de RhoA (Zhang et al.,
2005b). RhoA és un membre de la familia de les GTPases petites Rho-like involucrades, entre
d’altres processos, en I'agregacié, I'adhesid i la migracié cellular (Ben-Baruch, 2009). La PG
podria doncs estar inhibint la capacitat de les céllules de romandre adherides a la placa,
podent existir céllules en suspensié amb mitocondris funcionals durant un cert temps, fins a
que la PG produis el seu efecte citotoxic sobre elles, o es desencadenés la mort per anoikis

(apoptosi desencadenada per la pérdua de contacte amb la matriu extracellular o amb les
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céllules veines) (Simpson et al., 2008). No existiria per aquest motiu perd un major risc de
metastasi degut a que, segons resultats obtinguts en el mateix treball, simultaniament a la
pérdua d’adhesi6 a substrat, PG promou I'agregacié espontania de les céllules, disminuint la

probabilitat d’invasi6 i migraci6é d’aquestes a altres teixits (Zhang et al., 2005b).

La comparacié de l'efecte de la PG amb el cisplati (CisPt), un agent quimioterapic d’is
convencional (Kelland, 2006) emprat freqlentment en la terapia contra els neuroblastomes
(Kushner et al.,, 2008), mostra una major capacitat citotoxica de la PG en totes les linies
cellulars testades a excepcié de la IMR-32. La ICso de la PG en les linies cellulars SH-SY5Y i
LAN-1 és més de 30 cops inferior a la del CisPt, i 15 cops inferior en les SK-N-AS, mentre que en
les IMR-32 les concentracions necessaries per a reduir la viabilitat cellular a la meitat sén
equivalents. El tractament simultani de PG i CisPt en les LAN-1 i SK-N-AS, produeix Gnicament
en les LAN-1 un augment significatiu en la pérdua de la viabilitat respecte els resultats
obtinguts amb el tractament amb cadascuna d’elles per separat. Tenint en compte que les
dosis de PG utilitzades sén per si soles inefectives en les céllules SK-N-AS, i la magnitud de la
disminucié de la viabilitat observada en les LAN-1 al combinar els dos agents, creiem que el
cotractament amb les dues drogues produeix un efecte additiu en les céllules de

neuroblastoma.

En el nostre model la PG redueix notablement la proliferacié cellular en totes les linies
estudiades de forma dosi i temps depenent, inclis amb dosis poc toxiques del compost,
indicant que la inhibicié de la proliferacié no es deu en la seva totalitat a la mort cellular. Al
mateix temps, I'efecte citotoxic de la PG sembla estar lligat, al menys en part, a la proliferacio
cellular: els resultats obtinguts amb dos clons de la linia cellular SH-SY5Y, un amb una major
velocitat de proliferacié que I'altre, han mostrat que el clon amb index de divisi6 més elevat és
un ordre de magnitud més vulnerable a la PG que el que prolifera més lentament (ICso 0.15 +
0.01i 1.5 + 0.2, respectivament).

No obstant, existeixen diferéncies notables entre els tipus de linies estudiades: mentre la
inhibicio del cicle cellular es confirma com I'efecte principal produit per la PG en les céllules de
tipus S, en les linies de tipus N I'aturada de la proliferacié induida per PG sembla estar
vinculada a la pérdua de viabilitat i/o diferenciacié cellular. El comportament de les tres linies
cellulars tipus N assajades front a PG tampoc és pero del tot homogeni: LAN-1 i els dos clons

SH-SY5Y mostren una major habilitat per a diferenciar-se que les IMR-32, existint a més a més
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diferéncies en una mateixa linia depenent de la dosi i temps d’exposicié a PG. De tota manera,
en totes tres linies I'aturada del cicle cellular sembla acompanyar-se predominantment de mort

cellular a partir de la dosi ICso.

Estudis previs amb PG i amb d’altres membres de la familia de les prodiginines ja descriuen
I'efecte d’aquests compostos en la regulacié de la proliferacioé cellular (Pandey et al., 2009;
Perez-Tomas et al., 2003). Les prodiginines indueixen aturada del cicle cellular, perd els
processos descrits fins al moment suggereixen mecanismes d’acci6é diferents depenent del
membre de la familia de les prodiginines utilitzat i de la linia cellular en que s’ha testat el seu
efecte. La PG inhibeix la proliferacié de les céllules T humanes Jurkat majoritariament via
aturada de la transicié G1-S (Perez-Tomas and Montaner, 2003), havent-se observat el mateix
efecte inclUs a concentracions no apoptotiques en céllules de cancer de colon (Castillo-Avila et
al., 2005). En les céllules Jurkat PG inhibeix la ciclina E, la quinasa depenent de ciclines (cdk)
2, p27 i p21, aixi com l'activitat de la ciclina A-Cdk2 i de la ciclina E-Cdk2 i la fosforilaci6 de la
proteina de retinoblastoma (pRb) (Perez-Tomas and Montaner, 2003). En canvi en céllules de
cancer de colon i de mama PG produeix una acumulacié de p21Wafi/cirl (Castillo-Avila et al.,
2005; Ho et al., 2007; Soto-Cerrato et al., 2004; Soto-Cerrato et al., 2007b). En célules de
cancer de mama s’ha descrit a més a més I'activacié de NAG-1 (nonsteroidal anti-inflammatory
drug activated gene 1) (Soto-Cerrato et al., 2007a), una proteina involucrada, entre d’altres

funcions, en I'aturada del cicle cellular (Kim et al., 2005; Yamaguchi et al., 2006).

Tot i les discrepancies existents en els resultats obtinguts amb PG en funcié de la linia cellular
emprada, 'analisi global dels resultats préviament publicats junt amb els obtinguts en aquest
estudi, semblen indicar que I'efecte inhibidor de la progressioé del cicle cellular no és un efecte
citotoxic directe, sin6 més aviat un efecte indirecte que contribueix a I'activitat antitumoral
mitjangant I'aturada de la proliferacié cellular, ja que tal i com ja es va observar en les céllules
de cancer de colon (Castillo-Avila et al., 2005), dosis subtoxiques de PG son capaces d’induir

una inhibicié del cicle cellular, en el nostre cas especialment en les céllules tipus S.

L’efecte citostatic induit per PG ens va fer plantejar la possible interaccidé del nostre compost
amb I'ADN, degut a que les céllules davant al dany a I'ADN desencadenen una complexa
resposta que inclou l'aturada del cicle cellular, la reparaci6 del mateix i en algunes
circumstancies I'activacié de I'apoptosi (Khanna and Jackson, 2001). Tenint en compte que la

PG és capac de penetrar en les céllules degut a la seva natura hidrofobica que li permet
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associar-se a les membranes cellulars, varem abordar aquesta possible interaccié analitzant la
captaci6 i distribucié celular de la PG, valent-nos per a aconseguir aquesta finalitat de la seva

autofluorescéncia.

Els resultats mostren que la PG és capac de difondre Iliurament per tot el citoplasma i organuls,
perdo que dificilment penetra en el nucli de les céllules, els quals mostren una lleu o nulla
fluorescéncia després del tractament amb el compost. Resulta dificil explicar aquest fet donada
I'estructura hidrofobica de la PG, pero els resultats semblen suggerir que algun component de
la membrana nuclear o del reticle endoplasmatic que envolta al nucli podria estar retenint la

PG, o una forma de la mateixa préviament metabolitzada en el citoplasma.

Aixi doncs, tot i que s’ha descrit que la PG pot interaccionar in vitro amb I’ADN en preséncia del
cofactor metallic coure (oligoelement essencial present en totes les céllules) (Linder and
Hazegh-Azam, 1996), produint trencaments de doble cadena en '’ADN (Melvin et al., 2001;
Montaner et al.,, 2005; Park et al., 2003) i inhibint de forma dual les topoisomerases | i Il
(Montaner et al.,, 2005), la manca d’'accés de la PG al nucli en el nostre model fa dificil
considerar que una interaccié directa de la PG amb I’ADN pugui estar produint-se, tot i que no
podem descartar que el métode de diagnostic utilitzat no sigui el més adequat. No obstant, cal
tenir present que els estudis realitzats fins al moment s’han realitzat amb plasmidis d’ADN nus
(Melvin et al.,, 2001; Montaner et al., 2005; Park et al., 2003), fent dificil predir la seva
contribucié en els efectes citotoxics observats en la céllula, on I'ADN es troba formant

complexes amb les proteines i no és de tan facil accés.

Per tal de poder definir les molécules diana on actua la PG és essencial conéixer la localitzacié
cellular de I'agent d’interés. En les céllules de cancer de pulmé A549 s’ha descrit la distribuciod
de PG per tot el citoplasma (Baldino et al., 2006) i en céllules de ronyé de hamster s’ha
observat I'acumulacié de la prodigiosina-25C en granuls citoplasmatics (Kataoka et al., 1995).
Es probable que la distribucid ceHular de la PG depengui del tipus cellular i que tingui una
participacié important en proporcionar especificitat en les céllules tumorals. Per aquest motiu,
tot i la seva amplia difusié pel citoplasma en el nostre model d’estudi, resultava important

definir la seva possible localitzacié subcellular, per tal de limitar les seves dianes d’accio.

La visualitzacié simultania de PG i mitocondris, aquests darrers préviament tenyits amb el

marcador especific MitoTracker®, ens va permetre observar cimuls intramitocondrials de PG en
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totes les linies de neuroblastoma huma estudiades, especialment en les tipus N. L'inflament
mitocondrial (swelling) causat per PG en preparacions mitocondrials de rata ja havia estat
descrit amb anterioritat (Konno et al., 1998), podent estar relacionat amb I'acumulacié de PG

en el seu interior.

Les alteracions mitocondrials, com I'alliberament de proteines apoptotiques segrestades, la
pérdua del potencial transmembrana i la disminucié en els nivells de sintesi d’ATP, han mostrat
estar involucrats, i possiblement ser responsables, de les diferents manifestacions de mort
cellular (Bras et al., 2005). Degut a que la PG s’acumula majoritariament en els mitocondris de
les nostres céllules, la seglient pregunta que ens varem plantejar va ser si aquesta acumulacié
estava afectant I'activitat mitocondrial. Aixi doncs, tenint en compte que el contingut d’ATP i el
consum d’oxigen s’assumeixen com a indicadors de dita activitat, varem procedir a la seva

mesura.

El contingut d’ATP va resultar ser relativament baix en les céllules de neuroblastoma, al voltant
de 1 mM, fet que concorda amb céllules immadures amb un metabolisme més aviat anaerobic.
L’exposicié a PG va induir un descens en els nivells d’ATP a menys de la meitat en 24 hores en
les linies cellulars tipus N, indicant un possible dany en [l'activitat mitocondrial i podent
comprometre seriosament la viabilitat cellular d’aquestes céllules. En les céllules tipus S en
canvi, la disminucié observada en el contingut d’ATP a les 24 hores va ser molt inferior, arribant
només al 30% respecte els controls, havent-se observat en aquesta linia cellular una menor
colocalitzacié entre el marcador mitocondrial MitoTracker® i la PG, i coincidint a més a més amb

el poc efecte de la PG observat en les mesures de viabilitat cellular en aquesta linia.
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Figura 57. Cadena respiratoria mitocondrial. El transport d’electrons a través dels
complexes de la cadena respiratoria (I a IV) esta associat amb el bombeig de protons de la
matriu mitocondrial a I’espai intermembrana, creant un gradient electroquimic (Au H+) per
a la sintesi d’ATP per I’ATP sintasa (V).
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En quant a la respiraci6 mitocondrial, I'exposici6 a PG U(nicament indueix alteracions
significatives en el consum d’oxigen en dues de les linies tipus N, les LAN-1 i les IMR-32, i en
proporcions inferiors a les esperades tenint en compte la marcada disminucié observada en el
contingut d’ATP, podent ésser compatible aquesta situacié amb un desacoblament mitocondrial
(Figura 57).

Aixi doncs, els resultats semblen indicar un efecte desacoblant entre I'energia proporcionada
per la cadena mitocondrial i I'is d’aquesta energia per a la sintesi d’ATP. Aquest efecte es pot
relacionar amb la capacitat de captar protons de la PG. El pKa de la PG és aproximadament 7.2
(Rizzo et al., 1999), significant un equilibri PG+H* «— PG-H* desplacat a la dreta quan el pH és
inferior a 7.2 (Rizzo et al., 1999). Les formes de PG protonada o desprotonada tenen, a més a
més, diferents conformacions, principalment una prodigiosina-a linear, afavorida a pH<7 i una
prodigiosina-p plegada, afavorida a pH>7 (Figura 58) (Manderville, 2001). Essent la carrega i la
conformacié de la PG probablement determinants en la seva distribucidé i acumulacié
intracellular. Els resultats obtinguts mostren que la PG pot difondre cap a la matriu mitocondrial
on, trobant-se a un pH de 8 (Casey et al., 2010), veuria afavorida la seva forma desprotonada,
menys soluble, podent ser aquesta la causa dels agregats intramitocondrials visibles per

fluorescéncia.
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Figura 58. Protonacié i equilibri d'interconversié dels rotamers de la prodigiosina.
Manderville RA et al. (2001).
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Si tenim en compte que en les céllules canceroses s’ha descrit que el pH intracellular té
tendéncia a ser neutre o lleugerament alcali (Shrode et al.,, 1997), la PG es trobara
practicament al seu pKa en aquestes céllules. Aixi doncs, en els compartiments acidics, com els
lisosomes o I'espai intermembrana mitocondrial, la forma de la PG majoritaria seria la de la PG -
H* (Figura 59).
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Figura 59. Valors de pH dels diferents compartiments subcellulars. Esquema on s’indica el
pH dels diferents organuls i compartiments en una céllula de mamifer prototip. El pH
mitocondrial correspon al de la matriu, I’'espai a l'interior de la membrana mitocondrial
interna. Els endosomes primerencs es refereixen al conjunt dels compartiments
endosomals. El pH del endosoma tarda multivesicular es refereix a la major part del fluid
luminal: el pH del fluid que contenen les vesicules internes pot variar. Adaptat de Casey et
al. (2010).

Per tal d’avaluar I'efecte de la PG sobre el pH lisosomal es va realitzar una tincié vital amb
taronja d’acridina, la qual va revelar la dissipacid6 del gradient protonic d’aquests
compartiments en totes les linies cellulars estudiades, reflectint I'afectacié de les bombes de

protons vacuolars (V-ATPases).

Un possible efecte desacoblant de les prodiginines sobre les V-ATPases, i les bombes de
protons localitzades en la membrana mitocondrial interna (F-ATPases), trencant els gradients
intracellulars i, causant acidificacio citoplasmatica a través de I'activitat simport H*/CI, ja havia

estat préviament suggerida en diferents tipus de linies cellulars canceroses (Kataoka et al.,
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1995; Konno et al., 1998; Sato et al., 1998; Yamamoto et al., 1999; Yamamoto et al., 2001;
Yamamoto et al., 2000). No obstant, la contribucié de I'acidificacié cellular en la citotoxicitat
d’aquests compostos no esta encara del tot clara. La inhibicid per la base permeable a
membranes imidazol de I'aturada de la proliferacié cellular (Yamamoto et al., 1999) i I'apoptosi
(Yamamoto et al., 2000) induides per cPrG.HCI, suggereixen que I'acidificacié citoplasmatica
esta directament involucrada en I'activitat citotoxica de la PG. D’altre banda, també s’ha descrit
gue concentracions no citotoxiques de PG son capaces d’induir alcalinitzacié dels lisosomes i
d’aturar la proliferacié cellular sense produir mort celular en céllules de cancer de colon
(Castillo-Avila et al., 2005).

En el present estudi nosaltres hem observat efectes sobre els gradients intracellulars en totes
les cellules de neuroblastoma testades front a PG, tant en condicions en les quals les céllules
han perdut la seva viabilitat (tipus N), com en condicions en que les céllules la mantenen (tipus
S). Tenint en compte aquestes resultats, suggerim que en les céllules de neuroblastoma la PG
pot estar modificant totes les ATPases dependents de protons, degut a I'afectacié dels
gradients protonics intracellulars, perd que aquest efecte és particularment determinant per a

la viabilitat cellular Gnicament quan la PG bloqueja el gradient de protons mitocondrial.

Altres autors han descrit en céllules de ronyé de hamster tractades amb prodigiosina-25C (PG-
25C), un efecte en les bombes de protons i en |'activitat lisosomal H*-ATPasa sense alteracié
dels nivells d’ATP(Kataoka et al., 1995). En dit estudi pero, les mesures d’ATP es van realitzar a
temps curts (1 hora) i en céllules amb un elevat contingut en ATP (al voltant de 5 mM) fet que

podria fer-les més resistents a I'efecte mitocondrial de les prodigionines.

Els mecanismes de mort cellular induits per PG s’han estudiat en base a les tres vies
apoptotiques principals avui dia descrites: I'apoptosi intrinseca mediada pel mitocondri,
I'apoptosi extrinseca induida per receptors de mort i la senyal apoptotica produida per I'estrés
reticular (ER). Les caspases son les proteases cisteina intracellulars responsables i associades

a les tres vies apoptotiques.

Alteracions en I’'homeostasi del pH mitocondrial s’han involucrat com un esdeveniment
primerenc important en Il'apoptosi depenent de mitocondri (Casey et al., 2010). Factors
proapoptotics i estimuls, com la proteina BAX o la radiaci6 ultraviolada, indueixen alcalinitzacio

de la matriu mitocondrial parallelament a I'acidificacié citoplasmatica. Tot i que el mecanisme
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precis encara no es coneix, i que probablement aquest sigui depenent del tipus cellular, esta
clar que el citosol s’acidifica, potenciant I'activacié de I'activitat proteolitica de les caspases
com a conseqliéncia de I'alliberament del citocrom ¢ del mitocondri. No obstant no tota la mort
cellular associada a I'acidificaci6 intracellular produida per un bloqueig en I'activitat dels
intercanviadors de protons ha d’estar necessariament lligada a I'activacié de caspases, podria

estar induint formes alternatives de mort cellular programada (Broker et al., 2005).

En el nostre estudi, signes clars d’apoptosi només s’han observat en les céllules SH-SY5Yhp,
perdo no en la resta de linies cellulars. Un analisi més complert realitzat en aquestes céllules
mostra una activacio inicial de la caspasa 2, i de les caspases efectores 3 i 7. No s’observa
proteolisi de la caspasa 9, iniciadora de la via intrinseca o mitocondrial, fins unes hores més
tard, tot i I'alliberacié primerenca de citocrom c¢. Smac/DIABLO surt del mitocondri al mateix
temps que el citocrom ¢, sent AIF el factor mitocondrial estudiat alliberat més tard. Una forma
curta de la caspasa 8, iniciadora de la via extrinseca, és I'lltima de les caspases en activar-se.
Estudis realitzats amb PG en céllules petites de carcinoma de pulmé (Llagostera et al., 2005) i
en cancer de mama (Soto-Cerrato et al., 2004) mostren també un alliberament molt tempra del
citocrom ¢ (15 i 30 minuts respectivament), no produint-se I'activacié de caspases (3,7, 8 i 9)
fins a les 16 hores de tractament amb el compost. Resultats que semblen indicar que la PG
indueix una sortida rapida de citocrom c del mitocondri en diferents tipus de céllules
canceroses, pero que els nivells citoplasmatics inicials son insuficients per a induir la proteolisi

immediata de la pro-caspasa 9, que no es produeix fins al cap d’unes hores.

Pel que respecte a la caspasa 2, és la més conservada de totes les caspases descrites fins al
moment perod la seva funci6 fisioldgica avui dia encara és un enigma, havent estat descrita tant
en una posicié apical, com a caspasa iniciadora, com per sota d’altres caspases amb una
funcié amplificadora (Krumschnabel et al., 2009a). Nombroses publicacions recents atribueixen
mdltiples funcions a aquest enzim, involucrant-lo en diverses rutes, podent estar senyalitzant
tant per apoptosi com per aturada de la proliferacié (en aquest darrer cas després d’haver-se
produit dany a I’ADN) (Kitevska et al., 2009; Krumschnabel et al., 2009a; Krumschnabel et al.,
2009a; Krumschnabel et al., 2009b). Els resultats obtinguts amb les céllules SH-SY5Yhp ens
indiquen perod, que en aquesta linia cellular, la proteolisi de la caspasa 2 és prévia a la d’altres
caspases iniciadores (9 i 8), motiu pel qual ens centrarem en aquelles vies on es descriu una

posici6 apical de la caspasa 2: dany a I’ADN i estrés reticular.

Com a resposta a I'estrés reticular la caspasa 2 pot actuar com iniciadora induint el trencament
de la proteina BH3-only Bid i desencadenant la sortida de citocrom ¢ i Smac/DIABLO

(Krumschnabel et al., 2009a; Zhivotovsky and Orrenius, 2005), tot i que encara no es coneix
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amb certesa com succeeix aquest procés. L’activacié de la caspasa 2 en céllules SH-SY5Y ha
estat descrita en resposta a I'estrés reticular induit pel compost thapsigargin (Dahmer, 2005).
L'analisi de I'expressio de la proteina Grp78, principal reguladora de la funcié del reticle
endoplasmatic i un dels marcadors rellevants de I'estrés reticular (Banhegyi et al., 2007; Li and
Lee, 2006), mostra un clar augment després de 12 hores d’exposicié a PG, coincidint amb l'inici
de la disminucié de la forma inactiva de la caspasa 2, suggerint I'estrés reticular com a causa
d’activacié d’aquesta caspasa. Es més, hi ha diverses evidéncies de que I'inhibici6 de les tirosin
quinases augmenten I'apoptosi mediada per estrés reticular en nombrosos tipus de céllules
canceroses, entre elles les céllules de neuroblastoma SH-SY5Y i les de cancer de mama MCF-7
(Hu et al., 2004; Piechocki et al., 2006), i el tractament amb PG, al menys en les céllules de
cancer de mama MCF-7, s’ha descrit que és capac¢ d’atenuar l'activitat de la via de

supervivencia fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/ Akt (Soto-Cerrato et al., 2004).

El dany a I'ADN també s’ha descrit que indueix I'activacidé de la caspasa 2 i la seva posterior
accio sobre Bid (Krumschnabel et al., 2009a). No obstant, tal i com hem comentat
anteriorment, creiem dificil que una interaccié directa de la PG amb I’ADN estigui produint-se en
el nostre model. Per aquest motiu, nosaltres suggerim que la PG estaria induint I'activacio6 de la
caspasa 2 degut més aviat a estrés reticular que no pas a dany a I’ADN, tot i que és necessari
un analisi més exhaustiu i complert d’'ambdés processos. No podem doncs, descartar que la
caspasa 2 estigui interaccionant directament sobre el mitocondri 0 sobre Bid com a resultat de
I’activacio d'una d’aquestes vies. No obstant, cal tenir present que el procés apoptotic sembla
ser un efecte secundari al dany cellular mitocondrial, ja que la mort cellular es protegeix només
parcialment quan s’inhibeixen les caspases, indicant que tot i que les caspases participen en la
mort cellular de les linies de neuroblastoma, la seva inhibicié no és suficient per a rescatar les
cellules de la mort. A més a més en céllules de cancer de mama el cotractament de PG amb
I'inhibidor general de caspases z-VAD.fmk no impedeix I'alliberament de citocrom ¢ al
citoplasma, suggerint que la PG esta actuant principalment a través del mitocondri (Soto-
Cerrato et al., 2004).

Alguns articles indiquen la possible implicacié de la via extrinseca d’apoptosi en la mort cellular
induida per PG (Llagostera et al., 2005; Montaner and Perez-Tomas, 2002; Soto-Cerrato et al.,
2004; Soto-Cerrato et al., 2007a). No obstant I'expressié de la caspasa 8 en el neuroblastoma
és font de gran controvérsia, existint multiples publicacions amb resultats contradictoris o poc
conclusius, especialment entre els estudis en que s’han emprat linies cellulars, podent atribuir-
se aquesta variancia a les diferéncies adquirides pels diferents subclons i nombre de passes.
En els neuroblastomes la pérdua d’expressio de caspasa 8 s’estima en aproximadament un 25-

35 %, predominantment en tumors considerats d’alt risc (Hopkins-Donaldson et al., 2000;
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Poulaki et al., 2001; van Noesel and Versteeg, 2004). Aquesta silenciacid, observada en linies
cellulars i tumors, s’atribueix tant a causes genétiques degut a delecions gendomiques (Takita et
al., 2000; Takita et al., 2001), com a causes epigenétiques per inactivacié geneética per
hipermetilacié, sent aquesta darrera la més freqliient en tumors (Teitz et al., 2000; Teitz et al.,
2001). En neuroblastomes no diferenciats també s’ha descrit I'expressié d’una isoforma més
llarga de la caspasa 8 anomenada caspasa 8L (long), generada per splicing alternatiu, que

actuaria com a inhibidor de la caspasa 8 normal (Miller et al., 2006).

En les céllules SH-SY5Yhp hem detectat I'expressié d’una caspasa 8 d’inferior pes molecular a
I'esperat. L’expressié d’'una forma curta de la caspasa 8 en linies cellulars de neuroblastoma
ha estat descrita préviament per Komada i collaboradors (Kisenge et al., 2003). En aquest
treball van identificar d’entre 31 linies cellulars de neuroblastomes estudiades, 5 que
expressaven una caspasa 8 d’aproximadament 45 KDa en comptes dels 55 KDa esperats.
L’analisi de I'estructura i la seqliéncia de nucleotids va mostrar la pérdua de I'exé 3 en la forma
curta, exé que conté un dels dos dominis efectors de mort (DEDs) de la proteina (Figura 60). El
resultat d’aquest splicing és una caspasa 8 amb menor funcionalitat, suggerint que la

preséncia dels dos DEDs és necessaria per al correcte funcionament d’aquesta caspasa.
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Figura 60. Esquema de I'estructura dels dominis de la caspasa 8 normal i de la forma
curta en les céllules de neuroblastoma. En la forma curta de la caspasa 8 es perd I'exd 3
durant splicing. Modificat de Kisenge et al. (2003).

En el nostre estudi, tot i detectar en la linia SH-SY5Yhp una disminucié de la proforma curta de
la caspasa 8, i un augment en I'activitat IETDasa, la coincubacié de PG amb I'inhibidor especific
de caspasa 8 IETD.fmk, no produeix una recuperacié de la pérdua de viabilitat respecte al
tractament Unicament amb PG. A més a més tot i que la PG actua augmentant la producci6 de

la citoquina TNF-ot i I'expressio del seu receptor TNF-R1, el cotractament de PG amb TNF-&, no
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produeix un augment de la citotoxicitat del nostre compost. Aquests resultats, junt amb els
obtinguts amb I'inhibidor general de caspases zVAD.fmk, semblen indicar un paper molt
secundari de la via extrinseca de mort en el procés desencadenat per PG en les céllules de
neuroblastoma. No obstant, tal i com hem comentat anteriorment, els estudis publicats fins al
moment apunten a que en una proporcid important dels neuroblastomes no s’expressa
caspasa 8, ien els casos en que si s’expressa, €s possible que la capacitat citotoxica de la PG
es vegi potenciada per I'activacié d’aquesta caspasa, tal i com s’ha observat en altres tipus

cellulars (Llagostera et al., 2005; Montaner and Perez-Tomas, 2002; Soto-Cerrato et al., 2004).

El dany mitocondrial pot desencadenar mecanismes de mort apoptotics o no apoptotics
depenent de I'estat metabdlic i de I'expressid de factors reguladors de I'apoptosi (Broker et al,
2005). A més a més és probable que en el neuroblastoma no siguin rares les formes atipiques
d’apoptosi: al menys en les céllules IMR-32, s’ha descrit una manca d’activacié de la DNAsa de
capases (Yuste et al., 2001). Pel que respecta a I'autofagia, la manca d’activitat lisosomal no és
compatible amb aquest procés, tot i que aquesta via no ha estat assajada com a resposta a la
PG.

El factor nuclear kappa B (NF-kB) és un factor de transcripcié que ha sorgit com un important
modulador de sistemes genétics alterats i fenotips malignes en el desenvolupament del cancer.
Existeixen actualment moltes evidencies de que I'activacié mantinguda o constitutiva de NF-kB
és prevalent en linies cellulars i teixits tumorals, mantenint la supervivencia o malignitat de les
céllules tumorals (Inoue et al., 2007; Van Waes, 2007). Motius que converteixen NF-kB en una

potencial diana terapéutica.

La forma més coml de NF-kB és un heterodimer format per p65 i p50, I'activacié del qual
s’indueix per citoquines, com la IL-1 i TNF-a, aixi com per agents proliferatius com els esters de
forbol i el lipopolisacarid (LPS) bacteria (Figura 61). L'estimulacié per aquests agents indueix
I’activacié de les cinases inhibidores (IKKa i IKKB) que fosforilen les proteines inhibidores (ikBs)
que es troben associades amb NF-kB en el citoplasma. La fosforilacié produeix la degradacié de
les ikBs pel proteosoma i com a resultat NF-kB es transloca al nucli, on s’uneix a seqiiéncies

d’ADN en promotors diana per a induir la transcripcié génica (Inoue et al, 2007).
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Figura 61. Dues vies d’activacid del factor NF-kB, la classica i I'alternativa. La via classica
s’activa per citoquines proinflamatories, antigens, components de la paret cellular de
bactéries, virus i estrés genotoxic. La via alternativa s’inicia per certs membres de la
superfamilia del factor de necrosi tumoral (TNF). TRAF, TNF Receptor Associated Factor
Family. Modificat de Inoue et al. (2007).

El resultats preliminars obtinguts mostren una activacioé basal constitutiva de NF-kB en la linia
cellular de neuroblastoma huma SH-SY5Yhp. L’exposicié d’aquestes céllules a PG disminueix la

capacitat d’aquest factor de transcripcié de translocar al nucli, inhibint la seva accio6.

Els treballs publicats fins al moment respecte I'accié de les prodiginines sobre NF-kB so6n
escassos, basant-se la majoria d’ells principalment en les propietats immunosupressores
d’aquests compostos, i emprant-se sempre en la realitzacié6 d’aquests estudis en dosis poc
citotoxiques: PNU156804, analeg de la undecilprodigiosina (UP), bloqueja I'activacid
transcripcional de NF-kB en cultius primaris humans de limfocits T Gnicament quan el sistema
ha estat activat per la IL-2, i el seu mecanisme d’accié té lloc mitjancant la atenuaci6 de la
degradaci6 de IkBa i IkBB impedint I'activaci6 de NF-kB (Mortellaro et al.,, 1999);
cicloprodigiosina hidrocloride (cPrG-HCI) inhibeix I’expressio génica de NF-kB induida per TNF-o i

PMA en céllules HelLa a nivell transcripcional, sense afectar aparentment les senyals que es
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troben per sobre seu en la via, ni inhibir la translocacié del factor de transcripcié al nucli
(Kamata et al., 2001); PG sembla bloquejar les senyals de les citoquines (inhibeix I'expressié de
la cadena « del receptor de la IL-2) perd no inhibeix I'activaciéo de NF-kB en cultiu primari de
cellules T de ratoli estimulades amb LPS, enrederint la progressié de la diabetis autoimmune
mitjangant el bloqueig de la via IL-2/IL-2Ra (Han et al., 2001); per Gltim, la preincubacié amb
PG de macrofags peritoneals de ratoli exposats a LPS suprimeix la produccié de iNOS
mitjangant la inhibicié de la fosforilacié de p38MAPK i JNK, i I'activacié de NF-kB junt amb la
degradaci6 de IkBa, no afectant la produccié de citoquines (Huh et al., 2007). Cal pero acabar
de delimitar si existeix, i quina és, la connexié entre aquest efecte sobre NF-kB i la dissipacio

dels gradients protonics i el dany mitocondrial descrits anteriorment.

En el present estudi s’ha estudiat la PG com a compost base d’'una familia de compostos
tripirrolics de similar estructura quimica coneguts com prodiginines. Molts dels membres
d’aquesta familia posseeixen propietats anticanceroses, pero les seves dianes moleculars no
s’han pogut identificar de manera conclusiva degut a que semblen actuar simultaniament sobre

diverses rutes (Bennett and Bentley, 2000; Pandey et al., 2009; Perez-Tomas et al., 2003).

La utilitzacié de la PG en cultius cellulars humans de neuroblastoma ha estat un abordatge que
ens ha permeés delimitar en bona part els seus mecanismes d’actuacié en aquest model. Els
resultats obtinguts suggereixen que la PG podria estar actuant en aquestes linies tumorals com
a agent segrestador de protons, destruint el gradient de pH intracellular. El seu principal efecte
citotoxic creiem que podria estar relacionat amb la seva accié sobre el mitocondri, on produeix
un efecte desacoblant en la cadena electronica de transport de protons a I'ATP sintasa
mitocondrial: com a resultat d’aquesta accié observem una reduccié en la produccié d’ATP pero
sense afectacid6 en el consum d’oxigen. No obstant, aquesta no és I'Unica alteracio
desencadenada per PG, ja que a més a més sembla induir estrés reticular, i produeix un efecte
inhibidor en el cicle cellular, processos que s’haurien d’analitzar amb més detall, pero

probablement responsables en part de la induccié de mort cellular.

Les drogues que modulen el pH intracellular poden tenir potencial terapéutic degut a que les
céllules canceroses tenen un pH més alcali (Schroder et al., 1998). Endemés, degut a que
aquest efecte és diferent de I'induit per drogues quimioterapiques convencionals, suggerim un

possible paper de la PG en potenciar I'efecte d’altres agents antitumorals en el tractament del
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neuroblastomes, malgrat que I'inic intent realitzat per nosaltres en aquest sentit, utilitzant el
compost CisPt, no han estat conclusiu en el tractament de céllules neuroblastiques. A més a
més, si tenim en compte que els tumors adquireixen heterogeneitat molecular durant el procés
de transformacio, i que una Unica ruta dominant és poc probable en la majoria de tumors, el fet
que les prodiginines desencadenin mudltiples efectes bioquimics és un punt més al seu favor.
De fet la tendéncia actual en les terapies a llarg termini és actuar sobre miltiples dianes en

comptes de sobre una Unica molécula, disminuint aixi la probabilitat de resisténcies.

No obstant, som conscients de les dificultats de distribucié i absorcié amb les que es pot trobar
la PG administrada in vivo degut al seu marcat caracter liposoluble. Pero aquest és un problema
de farmacodinamica que podria abordar-se amb derivats més solubles de la PG. Actualment ja
existeix un gran interés en la cerca d’analegs de sintesi de les prodiginines amb una major
eficacia i menor citotoxicitat. D’entre els molts treballs realitzats en aquest camp, destaquem el
tripirrol Obatoclax mesylate (2-[2-[(3,5-Dimethyl-1H-pyrrol-2-yl)methylene]-3-methoxy-2H-pyrrol-
5-yl]-1H-indole methanesulfonate), inhibidor general de la familia Bcl-2, que es troba en assajos
clinics de fase I/1l (Trudel et al., 2007).
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Introduccio

L’inici i el progrés del cancer estan controlats per processos genétics i epigenétics, perd mentre
els primers sén practicament irreversibles, les aberracions epigenétiques son potencialment
reversibles, permeten a la poblacié cellular maligna tornar a un estat més normal (Baylin and
Ohm, 2006;Cress and Seto, 2000;Esteller, 2008;Mahlknecht et al., 2000;Timmermann et al.,
2001). Principalment s’han identificat dos mecanismes essencials en la regulacioé epigenética
de la transcripcié genica, la modificacié d’histones i la metilacié de 'ADN (Egger et al., 2004;
Kristensen et al., 2009).

Els enzims histona desacetilasa (HDACs), encarregats d’extreure grups acetil a les lisines de
proteines diana, estan directa o indirectament involucrats en molts processos biologics, com
I’expressié genica o la regulacio de rutes de proliferacio, diferenciacié i mort cellular (Carew et
al.,, 2008a; Marks and Xu, 2009; Xu et al.,, 2007). Els compostos inhibidors de I'activitat
d’aquests enzims (HDIs) constitueixen una nova classe de drogues que alteren I'estat
d’acetilacié de les histones i d’'una série de dianes no histona importants (Lane and Chabner,
2009; Marks and Xu, 2009).

Els HDIs modulen l'estructura de la cromatina produint canvis transcripcionals, indueixen
efectes pleiotropics en rutes funcionals, i activen la senyalitzacié de mort cellular en célules
canceroses. La seva activitat antineoplastica ha estat demostrada in vivo i in vitro en diversos
models experimentals de cancer (Batty et al., 2009; Lane and Chabner, 2009) amb molt poca
toxicitat vers les céllules normals (Zhang C et al, 2005; Ungerstedt et al, 2005). Han estat
identificats varis HDIs d’estructura diversa, que difereixen en la seva activitat antitumoral,
especificitat, toxicitat i estabilitat (Wang and Dymock, 2009). Actualment varis d’aquests
compostos es troben en assajos clinics de fase | i Il com a agents monoterapics i en assajos
clinics en terapia combinada (Batty et al., 2009), i s’esta considerant la seva utilitzaci6 en el
tractament d’aquells cancers amb necessitats terapéutiques urgents, entre ells els

neuroblastomes (Kristensen et al., 2009; Witt et al., 2009a).

Els resultats que exposem a continuacio corresponen a I'estudi de I'efecte de I'HDI tricostatina
A (TSA), en varies linies de neuroblastoma huma de céllules neuroblastiques tipus N, Si |. Hem
investigat els canvis produits en la viabilitat i la proliferacioé cellular, aixi com el tipus de mort
cellular induit per aquest agent. El TSA (7-[-4-(dimetilamino)fenil]-N-hidroxy-4,6-dimetil-7-oxo-
(2E,4E6R)-2,4-heptadienamida) és un acid hidroxamic natural (grup -CO-NHOH), i és considerat
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com el prototip d’HDI no selectiu (pan), per bloquejar I'activitat de les HDAC de classe | i Il. Té
una gran potencia inhibitoria front les HDAC1, 2, 3, 4, 7, 9 i 6, i relativament débil contra
I’HDACS. Fins al moment no s’han publicat dades per a I'activitat del TSA sobre les HDAC5 i 11
(Codd et al., 2009).
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Resultats

El TSA afecta la viabilitat cellular de les céllules de neuroblastoma i incrementa

I'acetilacio de les histones H3 i H4

Els efectes de la inhibicié de les desacetilases en cellules de neuroblastoma s’ha estudiat
emprant el TSA, un HDI pertanyent a la classe dels acids hidroxamics, originariament
desenvolupat com a agent antifiingic, que actua sobre els HDACs de classe | i Il (Codd et al.,
2009; Lane and Chabner, 2009).

El tractament de céllules amb TSA resulta en nivells inusualment elevats d’acetilacié de les
histones, diana directa dels enzims HDAC (Taddei et al., 2005; Yoshida, 2004). Per tal d’avaluar
I'efecte d’aquest compost sobre l'acetilacié de les histones en el nostre model celular, les
céllules es van tractar amb TSA 0.5 uM durant 24 hores, dosi freqiientment emprada en la
bibliografia (Muhlethaler-Mottet et al., 2006; Noh et al., 2009; Subramanian et al., 2007).
L'analisi per Western blot dels extractes proteics mostra que el TSA indueix un notable
increment en els nivells d’acetilacid de les histones H3 i H4 en les quatre linies cellulars

testades, confirmant el seu efecte sobre les HDACs (Figura 62).
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Figura 62. El TSA indueix un augment dels nivells d’acetilacié de les histones H3 i H4.
A | Estructura del compost tricostatina A (TSA). Adaptat de Adaptat de Codd et al. (2008).
B | Taula on s’indica el tipus de céllula de cada linia cellular emprada. N, neuroblastic; S,
Shwanian; 1, intermedi. C | Analisi per Western blot de I'acetilacié de les histones H3 i H4
després d’haver incubat les célules de neuroblastoma durant 24 h amb TSA 0.5 uM.
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Figura 63. EI TSA disminueix la viabilitat de les céHules de neuroblastoma. A| Les céllules
de neuroblastoma es van tractar durant 24, 48 i 72 h amb diferents dosis de TSA. El
ndmero de céllules viables es va determinar per MTT. Els resultats de les corbes dosi
resposta representen el nimero de célules viables tractades amb TSA en comparacio
amb els controls (100%). B | Les linies cellulars LA1-55N, SK-N-JD i SK-N-AS van tractar-se
durant diferents temps amb la dosi de TSA 0.5 uM. El recompte de céllules viables es va
realitzar pel métode d’exclusio trypan blue (TB). Els resultats sén la mitja + S.E.M de tres
experiments independents. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 (Anova + Dunnett).

L'analisi de la viabilitat, realitzat per MTT i per comptatge d’exclusi6 amb Trypan Blue (TB),

mostra una disminucié dosi i temps dependent de la viabilitat de les céllules com a resposta a
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I’exposicié a TSA (Figura 63). No obstant, no tots els tipus cellulars mostren el mateix grau de
sensibilitat al compost. Les céllules tipus S SK-N-AS, resulten ser les més resistents, disminuint
només un 40 % la seva viabilitat respecte les céllules sense tractar a les 72 hores d’exposicio a
TSA 1 uM, mentre que en les célules LA1-55N (tipus N) i SK-N-JD (tipus 1) la dosi 0.5 uM de TSA

redueix la viabilitat un 50 i un 80 % respectivament.

Basant-nos en els resultats que acabem d’exposar, i en treballs previs realitzats en cellules de
neuroblastoma amb TSA (Muhlethaler-Mottet et al., 2006; Subramanian et al., 2007), varem
decidir utilitzar la concentracié6 de TSA 0.5 uM per a la realitzacié del nostre estudi, ja que
aquesta dosi ens permet realitzar un estudi comparatiu dels efectes del TSA en els diferents

tipus de céllules de neuroblastoma utilitzades.

El TSA disminueix el creixement cellular

La inhibicié de les HDACs ha estat descrit que afecta tant la supervivéncia com la proliferacié
cellular, induint diferenciacié en algunes de les linies cellulars estudiades (Marks and Xu,
2009). La inspeccié microscopica de la morfologia cellular de les linies cellulars utilitzades en
aquest estudi no mostra modificacions significatives que evidenciin que el tractament amb TSA
esta induint diferenciacié cellular (Figura 64A). No obstant, el nimero de céllules totals es veu
notablement reduit després de 48 i 72 hores de tractament (Figura 64C), especialment en les
céllules LA1-55N i SK-N-JD, pero també en les céllules SK-N-AS on la disminucié de la viabilitat
és minima, suggerint que a més a més de mort cellular, el TSA podria estar induint una aturada

de la proliferacio cellular.

Per tal d’estudiar una mica més la disminucié del creixement cellular, varem utilitzar com a
marcadors de proliferacié cellular les proteines S100 i Ki67. L’antigen Ki67 és una proteina
nuclear relacionada amb les ciclines, que s’expressa en céllules proliferants en totes les fases
del cicle cellular actiu (G1, S, G2 i M), perd absent en les céllules en senescéncia (GO)
(Cattoretti et al., 1992; latropoulos and Williams, 1996). S100 en canvi és una proteina d’'unié a
calci implicada en la diferenciaci6 i la proliferacié cellular, que s’expressa entre d’altres, en
céllules de Schwann, glials i en neoplasies neuronals (Bronckart et al., 2001). El marcatge per
immunohistiquimica d’aquestes dues proteines indicadores de proliferaci6 es redueix
drasticament en les céllules SK-N-AS després de 24 hores de tractament amb la concentracid
subtoxica de TSA 0.5 pM, confirmant la disminucié del creixement cellular observada per

comptatge de céllules (Figura 64B).
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Figura 64. El tractament amb TSA disminueix els nivells de proliferacié de les céHules de
neuroblastoma. A| Imatges de microscopia confocal de les céHules LA1-55N, SK-N-JD i SK-
N-AS després de 24 h d'incubacidé en preséncia o abséncia de TSA 0.5 uM.
B | Immunohistoquimica en les céllules SK-N-AS contra les proteines indicadores de
proliferacio cellular S-100 i Ki67 després de 24 h d’incubacid en preséncia o abséncia de
0.5uM de TSA.C | Analisi del nimero de céllules totals al llarg del temps en abséncia (linia
continua) o preséncia (linia discontinua) de TSA en les céllules LA1-55N, SK-N-JD i SK-N-
AS. Els valors son la mitjana + S.E.M. de tres experiments independents. D | Disminucio6 de
I'expressié de proteines involucrades en la proliferacidé cellular. Analisi per Western blot
dels nivells de proteines directament relacionades amb la capacitat proliferativa de les
céllules i associades a mal prondstic en el neuroblastoma. Les quatre linies cellulars en
estudi van ser tractades amb 0.5 uM de TSA durant 24 h.
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Per Western blot varem analitzar els nivells d’expressio dels factors de transcripcié N-Myc, H-
Twist i E2F-1 en les quatre linies cellulars. N-Myc i H-Twist s6n dues oncoproteines que
cooperen en el desenvolupament del neuroblastoma, N-Myc promovent la proliferacié cellular i
H-Twist contrarestant les seves propietats pro-apoptotiques mitjangcant el bloqueig de la via
ARF/p53 (Puisieux et al., 2006; Valsesia-Wittmann et al., 2004). E2F1 forma part de la familia
de proteines E2F que regulen el cicle cellular, controlant la transcripcié coordinada d’un elevat
nombre de gens involucrats en la transicié de la fase G1 a la S (Ohtani et al., 1995), sent E2F1
un dels membres activadors de la transcripcié (Johnson et al., 1993). E2F1 a més a més, ha
estat implicat en la regulacié de I'expressié de N-Myc en els neuroblastomes (Strieder and Lutz,
2003). El tractament amb TSA 0.5 uM durant 24 hores produeix una marcada disminucié en el
nivell d’expressio de les proteines directament relacionades amb la capacitat proliferativa, E2F1
i N-Myc, aquesta darrera (inicament en les tres linies cellulars que la sobreexpressen. L'efecte
observat en I'oncoproteina H-Twist, tot i ser menys acusat, també sembla correspondre a un
descens en els seus nivells d’expressié (Figura 64D). Addicionalment E2F1 pot ser fosforilada
per proteines cinasa que responen al dany a I’ADN, conduint aquesta fosforilacié a I'acumulacié
d’E2F1 i a la induccié de I'apoptosi (Stevens and La Thangue, 2004). L'analisi dels nivells de

fosforilacié d’E2F1 no mostra pero alteracions com a resposta a I'exposicié a TSA.

El TSA indueix apoptosi en linies cellulars de neuroblastoma

L'efecte apoptotic de diferents HDIs ha estat demostrat en linies cellulars de neuroblastoma
huma (Coffey et al., 2000; Subramanian et al.,, 2005a). Per tal d’investigar una possible
inducci6 d’apoptosi per TSA en les nostre céllules, varem realitzar un assaig de tincié amb iodur
de propidi. Els resultats obtinguts mostren que el percentatge de la poblacié cellular en sub-G1,
corresponent a céllules apoptotiques, incrementa a mesura que augmenta el temps d’exposicié
a TSA en les quatre linies cellulars. La preincubacié6 amb I'inhibidor general de caspases
zVAD.fmk reverteix complertament la detecci6 del pic subdiploid induit per aquetst HDI (Figura
65A). Aquestes dades suggereixen que el TSA esta induint una mort cellular dependent de
caspases en tots els tipus de céllules neuroblastiques (tipus N, | i S). En la linia SK-N-AS, on no
s’observa una evident disminuci6 de la viabilitat a les 24 hores de tractament amb la dosi de
TSA emprada, 0.5 uM, es van augmentar els temps d’incubacio fins a les 72 hores. Els resultats
mostren un augment progressiu de sub-G1 al llarg del temps, que també es reverteix totalment

en preséncia de zVAD.fmk (Figura 65B).
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Figura 65. La tricostatina A indueix un increment en el nombre célules apoptotiques.
A | L’analisi de les céllules apoptotiques es va realitzar per citometria pel métode de tincioé
amb iodur de propidi. Les céllules de neuroblastoma van ser exposades a TSA 0.5 uM
durant 24 h. En tots els casos la preincubacié de 1 h amb zVAD.fmk (100 uM) es capac de
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revertir I’efecte inductor d’apoptosi del TSA. B | Estudi al llarg del temps de I'efecte del TSA
sobre la induccié d’apoptosi en les céllules SK-N-AS i del tractament simultani amb
2VAD.fmk. C | Es mostren de forma representativa els citogrames de la linia celular SK-N-
JD de I'experiment anterior, on s’evidencia la preséncia o abséncia del pic subdiploid (M1).
D | Grafiques de viabilitat de les linies de neuroblastoma LA1-55N, SK-N-JD i SK-N-AS front
a TSA i zVAD.fmk durant diferents temps, mesurades pel métode d’exclusié TB. E|
Grafiques de viabilitat de les linies de neuroblastoma LA1-55N, SK-N-JD i SK-N-AS front a
TSA i zVAD.fmk durant diferents temps, mesurades per MTT. En els tots els casos els
resultats sén la mitja + S.E.M. d’'un minim de tres experiments. En I'apartat A I’estadistica
s’ha realitzat amb 2Way Anova+Bonferroni, per la resta Anova + Dunnett, *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001.

Una segona aproximacié a l'efecte inductor d’apoptosi del TSA es va realitzar per assaig
d’exclusi6 amb TB, també en abséncia o preséncia de zVAD.fmk. Els resultats obtinguts amb
aquesta técnica mostren que I'inhibidor general de caspases confereix una proteccié Gnicament
parcial front I'efecte citotoxic del TSA en les dues linies cellulars utilitzades sensibles al
compost (Figura 65C). En les céllules SK-N-JD la proteccié de I'inhibidor general de caspases és
manté constant fins a les 72 hores de tractament, protegint entre el 40 i el 50 % respecte les
ceéllules tractades Gnicament amb TSA. En les céllules LA1-55N en canvi, la proteccié del 35 %
observada a les 24 hores disminueix gradualment a mesura que augmenta el temps
d’incubacio, essent inferior al 2 % a les 72 hores. Per Gltim en la linia SK-N-AS, el zVAD.fmk
tampoc és capac de recuperar totalment la lleu pérdua de viabilitat induida per I’'HDI al temps
72 hores. Estudis de viabilitat abordats per MTT en les mateixes condicions corroboren aquests

resultats, mostrant pero aquest métode una menor sensibilitat (Figura 65D) .

Caracteritzacié molecular de la mort cellular induida per TSA

L’expressié de factors possiblement involucrats en el desencadenament de la mort celular es
va analitzar per RT-MLPA (técnica explicada en detall en I'apartat de material i métodes).
Aquest procediment ens va permetre analitzar el patrd d’expressid de 28 gens relacionats amb
el desencadenament de la mort cellular, en condicions basals i després de 24 hores de
tractament amb TSA 0.5 uM, amb o sense preincubacié amb zVAD.fmk (Figura 66A). Entre les
modificacions observades destaquem els canvis en el perfil d’expressio de ARNm dels gens
BID, SURVIVINA i CDKN1A, per presentar les alteracions més significatives i comuns entre els
tres tipus de céllules. EI TSA disminueix drasticament els nivells d’expressié del gen pro-
apoptotic BID tant en céllules sensibles com en resistents al compost, sent reduit a valors
propers al 10 % en les célules LA1-55N, i al voltant del 20 % en les SK-N-AS, no alterant-se
aquests resultats al pretractar les céllules amb zVAD.fmk. La linia cellular SK-N-JD presenta

una disminucié menys acusada en I'expressio d’aquest gen, amb valors propers al 80 % amb
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les céllules LA1-55N i SK-N-AS a nivells inferiors al 50%, tant en preséncia com en abséncia de

TSA i al 60 % a I'afegir-hi zZVAD.fmk. L'expressi6 del gen anti-apoptotic SURVIVINA disminueix en
amb I'inhibidor general de caspases. Per ltim el gen CDKN1A, que codifica per I'expressio de la

zVAD.fmk, mentre que en les SK-N-JD el descens Unicament és significatiu en la preincubacio
proteina p21 Wafl/Cil g’incrementa notablement en totes tres linies cellulars (Figura 66B).
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Figura 66. Perfil d’expressi6 de gens relacionats amb I'apoptosi modificats pel tractament
amb TSA. Les céllules de neuroblastoma es van incubar durant 24 h amb TSA en
preséncia o abséncia de l'inhibidor general de caspases zVAD.fmk (100 uM). Les céllules
es van lisar i es va analitzar I'expressié de gens relacionats amb I'apoptosi per RT-MLPA tal
i com es descriu a I'apartat de Material i Métodes. Els resultats es mostren com a vegades
d’inducci6 vers les céllules no tractades. Els nivells d’ARNm estan normalitzats per GUSB.
A | Perfil d’expressid dels 28 gens relacionats amb I'apoptosi. Els cercles vermells i verds
indiquen els gens que experimenten modificacions significatives. B | Grafiques on es
mostren els gens amb alteracions d’expressio significatives. Els resultats son la mitja +
S.E.M de tres experiments independents. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 (2WayAnova
+ Bonferroni)

Alguns d’aquests resultats van ser confirmats posteriorment a nivell d’expressié proteica per
Western Blot (Figura 67). El tractament amb TSA 0.5 uM durant 24 hores disminueix els nivells
de la les proteines BH3-only pro-apoptotiques Bid, Puma, Bmf i Bnip3 en totes les céllules. Una
disminucié que confirma els resultats obtinguts per RT-MLPA perd que no explica la inducci6 de
I'apoptosi desencadenada pel TSA, corroborada per la hidrolisi de la poli (ADP-ribosa)

polimerasa (PARP). La proteina anti-apoptotica Survivina disminueix de forma més o menys
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marcada en tots els casos, mentre I'expressid de la proteina p21Wafl/Ciel gugmenta notablement

en totes les céllules a excepcid de les SK-N-JD.

LA1-55N SK-N-JD LA1-5S SK-N-AS

+ (TSA)

|
+
|
+
|
+
|

PARP
Bid
Puma
Bmf

p21

Bnip3

Survivina

Bcel-x

i

B-Actina

Figura 67. La tricostatina A altera els nivells d’expressié de proteines involucrades en el
procés apoptotic. Analisi de I'expressié proteica per Western Blot després d’haver tractat
diferents linies cellulars de neuroblastoma durant 24 h amb TSA 0.5 uM.

Degut a que p21 és un dels efectors principals de la funcié del supressor de tumors p53 com a
resposta al dany a I'ADN (el-Deiry et al.,, 1993), varem voler comprovar en les mateixes
condicions I'estat d’aquesta proteina en les nostres linies cellulars. L'analisi per Western blot
només ens va permetre detectar I'expressié proteica de p53 en una de les quatre linies
estudiades, paradoxicament la SK-N-JD, I'inica linia cellular on no veiem una clara induccié de
p21 a nivell proteic (Figura 68). En aquestes céllules p53 no mostra modificacions apreciables
després del tractament amb TSA. L’estudi dels nivells de mdm2, un conegut inhibidor de p53,
mostra una disminucié dels seus nivells com a resultat a I’exposicié a TSA en totes les céllules,

una disminucié que no s’altera al preincubar les céllules amb z-VAD.fmk.

170



Capitol 2. Resultats

LA1-55N SK-N-JD LA1-5S SK-N-AS

-+ + - - + + - - + + - - + + - TSA

Figura 68. El TSA no sembla estar actuant sobre la proteina supressora de tumors p53.
Analisi de I'expressid proteica per Western Blot després d’haver tractat les diferents linies
cellulars de neuroblastoma durant 24 h amb TSA 0.5 uM, en prséncia o abséncia de z-
VAD.fmk (100 uM).

El TSA indueix autofagia cellular

L’autofagia és inicialment un mecanisme de supervivéncia cellular responsable de la
degradacio6 d’organuls cellulars i proteines de vida mitja llarga mitjancant el seu encapsulament
en vacuoles multimembrana que posteriorment es fusionen amb els lisosomes (Yorimitsu and
Klionsky, 2005). Perd també s’ha descrit que indueix un tipus de mort cellular alternativa a
I"apoptosi, descrita com a mort cellular programada tipus Il (Broker et al., 2005; Duprez et al.,
2009). Els resultats préviament exposats indiquen que I'apoptosi induida per TSA no és I'inic
mecanisme de mort responsable de la seva toxicitat, i I'autofagia s’ha descrit que juga un paper
en la mort cellular induida per altres HDIs en diferents tipus de céllules transformades
(Hrzenjak et al., 2008; Shao et al., 2004; Watanabe et al., 2009). Per aquests motius varem
avaluar la possible induccié d’autofagia en les céllules de neuroblastoma tractades amb aquest
compost. La cerca de processos autofagics ens va conduir a l'analisi de la morfologia
ultraestructural per microscopia electronica. Les imatges obtingudes després del tractament
amb TSA mostren diferéncies ultraestructurals compatibles amb processos de mort cellular
dependents i independents de caspases (Figura 69). Les céllules sense tractament mostren
una morfologia normal, caracteritzada per una membrana plasmatica amb un perfil ondulat, un
gran nucli amb un o varis nucléols i mitocondris tubulars amb crestes clarament delimitades. En
les céllules SK-N-AS a més a més observem un nombre particularment elevat de mitocondris,
inclusions compatibles amb climuls de glicogen, i la preséncia d’autofagosomes basals. Les
céllules exposades a TSA durant 24 hores mostren, junt amb la preséncia de céllules
necrotiques i apoptotiques, la preséncia de céllules clarament autofagiques en les tres linies

cellulars estudiades.
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La morfologia indicativa d’apoptosi es caracteritza per condensacié nuclear, fragmentaci6
nuclear i vesiculacid, mentre que la necrosi inclou l'inflament cellular i la ruptura de la
membrana plasmatica (Krysko et al., 2008). A més a més d’observar aquests dos tipus classics
de mort cellular, en el tractament amb TSA varem observar nombroses céllules amb una
elevada densitat de grans vesicules amb inclusions en el seu interior que poden correspondre a
diferents estadis d’evolucié dels autofagolisosomes, i vacuoles autofagiques o endosomes en
diferents estadis de desenvolupament, amb un nucli i citoplasma molt electrodensos, un menor
nombre de mitocondris i abséncia d’inflament cellular. La preincubacié de les céllules amb
zZVAD.fmk abans del tractament amb TSA, manté la preséncia de les mateixes caracteristiques
autofagiques en totes tres linies cellulars, alhora que disminueix la preséncia de céllules amb
morfologia tipicament apoptodtica. No observant-se diferéncies entre les céllules sense tractar

(CT) i les incubades Unicament amb zVAD.fmk.

La magnificacioé de les imatges ens va permetre visualitzar vacuoles envoltades d’estructures
de doble membrana, una morfologia tipica de I'autofagia, amb components citoplasmatics en el

seu interior, entre ells organuls cellulars.

Figura 69. Imatges de microscopia electronica. Les céllules van ser incubades durant 24 h
sense cap compost, amb TSA 0.5 uM, amb TSA 0.5 uM + preincubacié amb zVAD.fmk (100
MM), o Unicament amb zVAD.fmk (100 uM). A | Céllula LA1-55N sense tractar que mostra
una morfologia normal. B | CéMula LA1-55N autofagica tractada amb TSA, caracteritzada
per la preséncia de vacuoles autofagiques C|Ampliaci6 del citoplasma de la imatge
anterior on s’aprecien vacuoles de doble membrana que contenen organuls. D | Céllula
SK-N-JD sense tractar que mostra una morfologia normal. E | Céllula SK-N-JD apoptotica,
tractada amb TSA. F|CéHula SK-N-JD necrdtica, tractada amb TSA. G | CéMula SK-N-JD
autofagica, tractada amb TSA. H|CeéHula SK-N-JD autofagica, tractada amb
TSA+zVAD.fmk. | | Ampliacié del citoplasma de la fotografia anterior on s’aprecien vacuoles
de doble membrana que contenen organuls. J | Céllula SK-N-JD tractada amb zVAD.fmk
amb morfologia normal. K|Cél-lules SK-N-AS sense tractar que mostren una morfologia
normal. L | Ampliacié del citoplasma de la céllula anterior, on s’observa la preséncia d’un
elevat nombre de mitocondries i autofagosomes basals. M| Ampliacié del citoplasma
d’una céllula SK-N-AS sense tractament amb granulacions de glicogen. N | Cellula SK-N-AS
autofagica, tractada amb TSA. O|Ampliacic’> del citoplasma de la imatge anterior on
s’observen vacuoles autofagiques en diferents estadis de desenvolupament. P|Cé|-|u|a
SK-N-AS autofagica, tractada amb TSA+zVAD.fmk. Q| CéMules SK-N-AS tractades amb
zVAD.fmk de morfologia normal. La barra d’escala indica 2 ym, excepte en les imatges
magnificades on és 1 um. Les fletxes blanques senyalitzen de forma representativa
algunes de les vacuoles autofagiques, les negres les granulacions de glicogen, i la lletra M
alguns dels mitocondris presents en les imatges.
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Posteriorment varem analitzar la preséncia de marcadors autofagics en lisats proteics de
céllules tractades en les mateixes condicions. La conversié de la forma lliure de LC3 (LC3-l) a
la seva forma conjugada amb fosfatidiletanolamina (LC3-Il), capa¢ d’unir-se als fosfolipids de
membrana dels autofagosomes, ens va confirmar I'activacio del procés autofagic (Noda et al.,
2009). El bloqueig de I'apoptosi amb zVAD.fmk augmenta notablement I'expressié proteica de
LC3-l en preséncia de TSA (Figura 70), suggerint que la inhibicié de les caspases podria estar

potenciant I'autofagia.

L'analisi d’altres factors involucrats en el procés d’autofagia, com la Beclina, i les formes no
conjugades d’Atgb i Atg12, no mostra modificacions significatives en resposta al tractament
amb TSA, ni a la inhibicié de l'activacié de les caspases, perd evidencia que es troben en

concentracions suficients en la céllula com per a ser considerades constitutives.

La proteolisi dels factors indicadors d’apoptosi, PARP, caspasa 3 i Bid, i la proteccid front
aquest efecte per el pretractament amb zVAD.fmk, confirmen I'activacié d’aquest procés de

mort cellular

LA1-55N SK-N-JD LA1-5S SK-N-AS
-+ + - -+ + - -+ + - - + + - TSA
- -+ + - - + + - - + + - - + + zVAD

PARP| W = - 2 - - o — -~ |

Caspasa 3 _—- - —
~ N — - <

Bid|~ — - — ---”— e e — ~.-—|

lcain | - - || e -

v R —— - — =

Beclina | ---'_--i-l |———--—--|

B-Actina | — e — —— — |Ir'— e |

Figura 70. La tricostatina A activa tant indicadors d’apoptosi com d’autofagia. Analisi de
I’expressi6é de proteines involucrades en processos de mort cellular programada després
del tractament de les céllules de neuroblastoma SK-N-JD (tipus I, fenotip més agressiu) i
les SK-N-AS (tipus S, fenotip més benigne) amb TSA 0.5 uM durant 24 h. Les condicions
amb zVAD.fmk (100 uM) s’han preincubat durant 1 h amb aquest compost abans d’iniciar
el tractament amb TSA.
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Posteriorment varem realitzar un estudi al llarg del temps de I'expressio de factors indicadors
d’apoptosi (PARP, caspasa 3, caspasa 8 i Bid) i de factors indicadors d’autofagia (LC3, Atg 5,
Atg 12 i Beclina) en les linies SK-N-JD i SK-N-AS, respectivament les més sensibles i les més
resistents a TSA (Figura 71). Els resultats suggereix que ambdods processos semblen estar
iniciant-se simultaniament en les SK-N-JD, a partir de les 12 hores de tractament. En les
céllules SK-N-AS en canvi, observem la preséncia de LC3-ll ja a les 8 hores de tractament,

mentre I'activacié de la caspasa 3 i la protedlisi de PARP no es produeixen fins a les 24 hores.

L’apoptosi sembla estar desencadenant-se per mecanismes intrinsecs, tal i com indica la
protedlisi de la pro-caspasa 3, perod la implicacié de la via extrinseca no pot ésser descartada,
degut a 'augment observat de la forma fragmentada de la caspasa 8, especialment en la linia
cellular SK-N-AS (Figura 71). Aixi doncs, en la disminucié de I'expressié de Bid podria estar
participant tant una disminucié a nivell transcripcional, tal i com hem observat per RT-MLPA,

com la seva hidrolisi per I'activacié de la caspasa 8 o d’alguna altre proteasa.

SK-N-JD SK-N-AS

CT 4 6 81216 CI 4 6 8 12 16 (h)

PARP

Caspasa 3

Caspasa 8

Bid

LC3I
LC3ll

Atg5
Atg12

Beclina

B-Actina

Figura 71. Els processos d’apoptosi i autofagia s’indueixen quasi simultaniament en el
temps en cékllules de neuroblastoma tractades amb tricostatina A. Analisi per Western
blot,dels nivells de proteines involucrades en processos de mort cellular al llarg del temps,
en les céllules SK-N-JD (tipus I, fenotip més agressiu) i les SK-N-AS (tipus S, fenotip més
benigne).
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L'activacié de 'autofagia induida pel TSA no té la mateixa finalitat en totes les

célHules de neuroblastoma

Tal i com hem esmentat abans, la funcié de I'autofagia podria definir-se com a paradoxal,
podent servir tant per a protegir les céllules com per a contribuir al dany cellular (Corcelle et al.,
2009; Eisenberg-Lerner and Kimchi, 2009). Per tal d'avaluar el paper de I'autofagia
desencadenada pel TSA en les nostres céllules, varem decidir bloquejar I'apoptosi amb 3-
metiladenina (3-MA), un compost que és considerat com un inhibidor de 'autofagia per ser
capac d’inhibir la formacié de vacuoles autofagiques. El tractament simultani de les céllules
amb TSA i 3-MA, reverteix notablement I'increment del pic subdiploid induit pel TSA en les
céllules LA1-55N i SK-N-JD, i en menor proporcié en les LA1-5S (Figura 72A). En les céllules SK-
N-AS en canvi, incrementa lenta pero significativament la incidéncia d’apoptosi, tal i com indica
I'augment progressiu del pic subdiploid al llarg del temps. La dosi de 3-MA emprada esdevé
toxica per si sola en les céllules SK-N-JD, perd no en les altres céllules. En aquest experiment
varem incloure també una condici6 tractada amb el compost rapamicina (RAPA), un conegut
inhibidor de la funci6 de mTOR i inductor de I'autofagia (Takeuchi et al., 2005). Els resultats
mostren que la induccié del procés autofagic no produeix per si sol un increment del pic
subdiploid. No obstant, resultats preliminars realitzats amb la linia cellular SK-N-JD semblen
indicar que la combinacié6 de RAPA amb TSA estaria potenciant la mort cellular induida per
aquest darrer, tal i com mostra I'augment del pic subdiploid (Figura 72B). Aquests resultats
suggereixen que 'autofagia, al menys en aquestes céllules estaria jugant un paper en la mort

cellular.

L’analisi de la viabilitat cellular pel métode d’exclusié amb TB a diferents temps, confirma una
marcada disminucié de la mort cellular a les 24 hores de tractament en les céllules LA1-55N i
SK-N-JD (Figura 72D). A temps més llargs pero, la 3-MA no mostra cap efecte protector. En les
céllules SK-N-AS la inhibicié de I'autofagia potencia I'efecte induit pel TSA, especialment a les
72 hores. Confirmant els resultats observats per citometria de flux. Aquests resultats semblen
indicar que l'increment de I'autofagia detectat en les céllules SK-N-AS possiblement tingui un
proposit diferent que en la resta de linies estudiades, jugant un paper més aviat decantat cap a

la supervivéncia cellular, que no pas cap a la mort (Figura 72C).
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Figura 72. El patrd de resposta cellular front al tractament amb 3-metiladenina , sola o en
combinacié6 amb tricostatina A, no és uniforme en les céllules de neuroblastoma.
A|Ané|isi del percentatge de la poblacid en fase SubG1 (indicatiu d’apoptosi) en les
céllules de neuroblastoma després de 24 h de incubacid amb TSA (0.5 uM), sol o en
combinacié amb zVAD (100 nM) o 3-MA (100 uM). En el cas de les SK-N-AS I'estudi es va
prolongarales 48i 72 h.B | Es mostren de forma representativa els citogrames de la linia
cellular SK-N-JD de I'experiment anterior, on s’evidencia la preséncia o abséncia del pic
subdiploid (M1). També es mostren resultats preliminars de la combinacié de TSA amb
RAPA. C | Grafica on es comparen les poblacions en SubG1 de la linia cetlular SK-N-AS
després del tractament amb TSA sol, o en combinacié amb zVAD o 3-MA durant diferents
temps. D | Grafiques de viabilitat de les linies de neuroblastoma LA1-55N, SK-N-JD i SK-N-
AS front a TSA i zZVAD.fmk durant diferents temps, mesurades pel métode d’exclusio TB. Els
resultats so6n la mitja + S.E.M de tres experiments independents. *P<0.05, **P<0.01,
***%P<0.001 (2WayAnova + Bonferroni).

El HDI TSA indueix un retard en la transicié G2/M en cél-lules de neuroblastoma

L'efecte del TSA en el cicle cellular de les céllules de neuroblastoma es va mesurar per analisi
de citometria de flux. Per a aquest fi les quatre linies cellulars es van exposar a TSA 0.5 uM
durant 24 hores, allargant els temps d’incubacio fins les 48 i les 72 hores Unicament en les
céllules SK-N-AS.

En totes les linies cellulars el tractament amb TSA indueix una acumulaci6é de céllules amb
contingut d’ADN 4n, indicant una aturada del cicle cellular en la fase G2/M en tots els tipus de
céllules neuroblastiques (N, | i S) i independentment de la sensibilitat de les céllules al compost
(Figura 73). Els efectes en el resta de fases del cicle cellular sén variables, depenent de la linia
cellular. En dues de les linies cellulars testades, les SK-N-AS i les SK-N-JD, aquest increment es
correlaciona amb una disminucié del nombre de célules en la fase S. En les LA1-5S és la
poblacié en fase GO/G1 la que resulta minvada, mentre que una disminucié equitativa de les
fases S i GO/G1 s’observa en les céllules LA1-55N. La preincubacié amb el inhibidor general de
caspases zVAD.fmk no reverteix aquesta aturada en cap de les linies cellulars, indicant que
I'aturada del cicle cellular en la fase G2/M induida per TSA és independent de caspases. El
tractament simultani de TSA amb I'inhibidor de I'autofagia 3-MA, blogueja només en les céllules
LA1-55N I'aturada del cicle cellular en G2/M, indicant una possible participacié de I'autofagia
en el bloqueig del cicle cellular en aquestes céllules. ElI 3-MA per si sol no indueix alteracions
en les fases del cicle cellular en cap de les linies cellulars estudiades. L'augment del flux
autofagic induit pel compost RAPA, practicament tampoc modifica el cicle cellular, observant-se
només lleus modificacions de les fases GO/G1 o S en algunes de les linies estudiades, perd en

cap cas en la fase G2/M.
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Figura 73. La tricostatina A indueix aturada del cicle cellular en G2/M. Analisi per
citometria de flux de la distribucié de les fases del cicle cellular de les céllules LA1-55N,
SK-N-JD, LA1-5S i SK-N-AS incubades durant 24 h en preséncia o abséncia del inhibidor
general de caspases zVAD.fmk (100 uM), o del inhibidor d’autofagia 3-MA (10 mM). En el
cas de les céllules SK-N-AS es va realitzar un analisi també a temps més llargs, 48 i 72 h.
Els resultats son la mitja + S.E.M de tres experiments independents. *P<0.05, **P<0.01,

**%P<0.001 (2WayAnova + Bonferroni).

Activacio de la via supressora de tumors del RB

Nivells elevats de les proteines E2F1, N-Myc i Survivina en els neuroblastomes s6n indicatius de
mal pronostic (Ito et al., 2005; Oberthuer et al., 2005), estant totes tres proteines implicades en
el procés de proliferacié cellular. Els resultats exposats fins al moment ens indiquen que el TSA

indueix una caiguda en els nivells d’expressié6 de N-Myc en les tres linies cellulars que
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I'expressen, d’E2F1 en les quatre linies, i de Survivina en totes les céllules a excepcio de les
SK-N-JD. A la vegada indueix un increment de la concentracié de p21Wafl/Ciel yna proteina
també involucrada en el creixement cellular, en totes elles a excepcié també de les SK-N-JD.
Degut a que l'activitat d’E2F-1 esta controlada per la proteina supressora de tumors
retinoblastoma (pRB), I'efecte del TSA també s’ha estudiat sobre aquesta proteina. Es sap que
la pRb hipofosforilada reprimeix I'activitat d’E2F1 unint-se al seu domini de transactivacio,
restringint aixi la progressio pel cicle cellular (Weinberg, 1995). A més a més estudis recents
semblen indicar que la pRb podria estar associant-se a una gran varietat de factors de
transcripcié i enzims remodeladors de la cromatina per a controlar I'expressio génica (Macaluso
et al., 2007).

El nostres resultats mostren que el TSA disminueix, en major o menor grau depenent de la linia
cellular, els nivells de la proteina pRB hiperfosforilada, alhora que incrementa els de la forma
activa hipofosforilada en totes les céllules de neuroblastoma (Figura 74). La preincubacié amb
zZVAD.fmk indueix especialment en les linies LA1-55N i SK-N-JD, I'aparici6 d’'un banda

corresponent a un estadi intermedi de fosforilacié de la proteina.

LA1-55N SK-N-JD LA1-5S SK-N-AS
-+ + - - + + -+ 4+ - - + + - TSA
-+

+ + ZVAD

p21

B-Actina ‘ S - - H : ‘

Figura 74. El tractament amb tricostatina A modifica I'expressié endogena de proteines
involucrades en la regulaci6 de la proliferacié cekular. Analisi per Western Blot ,dels nivells
d’expressio de proteines relacionades amb la progressié pel cicle cellular en céllules de
neuroblastoma, després de ser incubades durant 24 h amb TSA 0.5 yM,en preséncia o
abséncia de I'inhibidor general de caspases zZVAD.fmk (100 yM).

Afectaci6 de la viabilitat cellular per altres HDIs

Per Gltim varem voler comparar I'efecte del TSA sobre la viabilitat de les céllules de
neuroblastoma amb la d’altres HDIs. Amb aquesta finalitat varem utilitzar dos compostos

pertanyents també a la classe estructural dels acids hidroxamics: el vorinostat (SAHA), que com
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el TSA és considerat un inhibidor general de les HDACs, i que fins al moment és I'inic HDI que
ha estat aprovat per la US Food and Drug Administration amb indicacié oncoldgica (Marks,
2007), i I'acid m-carboxicinamic bis-hidroxamida (CBHA), un compost polar hibrid de sintesi pel
qual encara no s’han descrit dianes HDAC especifiques (Coffey et al., 2000; Glick et al., 1999).
L'analisi per MTT mostra un perfil d’afectacié de la viabilitat molt similar per als tres compostos
en les diferents céllules, resultant ser la linia SK-N-AS la més resistent front a I'accié dels HDIs,
i la SK-N-JD la més sensible (Figura 75A).

L'estudi de la viabilitat cellular al llarg del temps (24, 48 i 72 hores) de les tres linies cellulars
exposades a SAHA 2 uM, amb i sense preincubacié amb zVAD.fmk, no mostren proteccié alguna
de l'inhibidor general de caspases (Figura 75B). Resultats que semblen suggerir que SAHA

podria estar induint I'activacié de programes de mort cellular alternatius a I'apoptosi.
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Figura 75. Perfils de viabilitat de les céllules de neuroblastoma front a TSA, SAHA i CBHA.
A | Les célules de neuroblastoma es van tractar durant diferents temps amb les dosis de
TSA, SAHA i CBHA indicades. El nimero de céllules viables es va determinar per MTT. Els
resultats de les corbes dosi resposta representen el nimero de céllules viables tractades
en comparacid6 amb els controls (100%). B | Les céllules de neuroblastoma van ser
exposades a SAHA 2 uM durant 25,48 i 72 h. En cap dels casos la preincubacié d’1 h amb
ZVAD.fmk (100 uM) és capag de revertir la pérdua de viabilitat induida per SAHA. En
ambdoés casos els resultats s6n la mitja + S.E.M de tres experiments independents.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 (2WayAnova + Bonferroni).
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Discussio

L’eficacia del TSA com a inhibidor d’histona desacetilases (HDI) s’ha comprovat mitjancant
I'analisi dels nivells d’acetilacié de les histones. L'exposici6 a TSA augmenta notablement
I'acetilacié de les histones H3 i H4 en totes les linies cellulars estudiades a les 24 hores de

tractament amb la dosi 0.5 uM, la concentracié majoritariament emprada al llarg de tot I'estudi.

L'estimacio de la viabilitat cellular per MTT i TB mostra que la inhibicié de I'acetilacié resultant
de I'exposicié a TSA, va acompanyada d’una pérdua de la viabilitat dosi i temps dependent. La
linia cellular tipus S SK-N-AS ha resultat ser la menys sensible de les quatre estudiades,
requerint dosis o temps forca més llargs de tractament que les altres per a reflectir afectacié de
la viabilitat cellular. Tot i aixi es va optar per utilitzar la mateixa concentracié per a totes les
linies cellulars, per tal de poder realitzar aixi un estudi comparatiu dels efectes del TSA en els

diferents tipus de céllules d’aquest model experimental.

L'analisi per RT-MLPA de I'expressi6 de 28 gens relacionats amb I'apoptosi mostra
modificacions en els nivells d’ARNm de varis d’aquests gens, la majoria d’elles per disminucié
de I'expressié. No obstant sén poques les alteracions significatives comuns en les tres linies
cellulars estudiades. L’expressié del gen CDKN1A que codifica per I'expressié de la proteina
p21 Wafi/Cirl g’incrementa notablement en totes tres linies cellulars, mentre el gen antiapoptotic
SURVIVINA i el proapoptotic BID disminueixen de forma rellevant. Aquests resultats no es
reverteixen a l'inhibir I'apoptosi amb z-VAD.fmk. L’'augment de p21 Wafi/Ciel j |a disminucié de
Survivina sén dues modificacions ampliament descrites després del tractament amb HDIs en
diversos tipus de céllules transformades (Marks and Xu, 2009), inclos les de neuroblastoma
(Witt et al.,, 2009a), i s’han relacionat amb la capacitat d’aquests compostos d’induir una

disminuci6 de la viabilitat i de la proliferacié cellular.

Els HDIs indueixen aturada del cicle cellular tant en céllules transformades com en céllules
normals (Xu et al., 2007). Concentracions baixes d’aquests compostos s’ha descrit que
indueixen predominantment una aturada en G1, mentre concentracions elevades poden induir-
la tant en G1 com en G2/M (Ouwehand et al., 2005; Xu et al., 2007). Els resultats d’aquest
treball, a diferéncia dels obtinguts en un estudi previ on s’indicava que I’'HDI BL1521 induia una
aturada del cicle cellular en la fase G1 en céllules de neuroblastoma (Ouwehand et al., 2005),
mostren una clara aturada en la fase G2/M en totes les céllules estudiades. Aquesta aturada

és independent de la sensibilitat d’aquestes céllules al compost i de I’'expressio de I'oncogen N-
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Myc, i s’'indueix tant en les célules tipus N, | com S. No obstant, degut a que les céllules SK-N-
AS tenen una menor velocitat de proliferacié, només hem observat una clara aturada en G2/M
en aquestes céllules després de la incubacié amb TSA a temps més llargs. No hem trobat una
correlacié entre, I'augment del nombre de céllules en G2/M i la reduccié de la fase GO/G1 0 S,
comU a les quatre linies cellulars. L'aturada en G2/M és en tots els casos independent de la
inducci6 de les caspases, no podent ser revertida amb la preincubacié amb z-VAD.fmk. Aquests
resultats estant en concordanca amb els descrits en una publicacié recent amb cellules de
neuroblastoma tractades amb TSA, SAHA o NaB (Muhlethaler-Mottet et al., 2008). El bloqueig
del procés autofagic amb 3-MA tampoc modifica I'aturada en G2/M induida pel TSA en tres de
les quatre linies cellulars estudiades, només sent capac de revertir en part aquest blogueig en
les céllules LA1-55N. Resultats que suggereixen que l'autofagia podria estar jugant, al menys

en alguns casos, un paper important en la inducci6 de I'aturada del cicle cellular.

L'increment dels inhibidors de ciclines dependents de cinases (CDKs) i la disminucié de ciclines
induida pels HDIs, podrien ser la causa de la poca activitat de les CDKs i causar I'aturada en G1
i G2 (Bolden et al., 2006; Marks and Xu, 2009). L’ inhibidor de CDKs p21Wafl/Cipl &5 un dels
gens més comunament induits pels HDIs (Bolden et al., 2006; Marks and Xu, 2009), i és un
dels efectors principals de la funcié del supressor de tumors p53 com a resposta al dany a
I’ADN (el-Deiry et al., 1993), no obstant, la seva induccié pels HDIs s’ha descrit com a
independent de la via de p53 en la majoria de céllules transformades (Marks and Xu, 2009;
Ocker and Schneider-Stock, 2007). L'augment de p21Waf/Ciel g’gssocia a I’habilitat d’aquests
compostos d’induir alteracions en proteines relacionades amb el promotor d’aquest gen. En
aquest sentit, fins ara s’ha descrit que correlaciona amb un augment de I'acetilacié d’algunes
de les lisines de les cues de les histones H3 i H4, amb una marcada disminuci6é de I’'HDAC1 i
I’HDAC3 (ambdues implicades en la repressié dels dominis Sp1 del promotor de p21Wafl/Cipl)
amb la disminucié de I'expressié de Myc, i amb la disminucié del reclutament de la RNA
polimerasa Il (Gui et al.,, 2004; Ocker and Schneider-Stock, 2007). Els HDIs també poden
contribuir al descens en I'expressio de la ciclina D1 i la ciclina A, contribuint aixi al bloqueig en
G1 i G2, respectivament (Marks and Xu, 2009). L’inhibidor de CDKs p27, s’indueix també en

alguns tipus de cellules tumorals (Marks and Xu, 2009).

Una de les caracteristiques descrites de I'accié dels HDIs en els neuroblastomes també és
I'augment de I'expressié de p21 Wafl/Cinl (Coffey et al., 2000; Condorelli et al., 2008; de Ruijter
et al., 2004; Jaboin et al., 2002; Wang et al., 2002). Tot i que s’ha observat que p21Wafl/Ciel gg
disfuncional en algunes linies cellulars de neuroblastoma, I'augment de I'expressié de
p21Wafl/Cirl gg considera que pot ser encara en part responsable de I'aturada produida en G2/M
((McKenzie et al.,, 2003; Witt et al., 2009b). En tres de les quatre linies cellulars de
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neuroblastoma estudiades en aquest treball observem un augment significatiu dels nivells
proteics de p21Wafi/Cirl Aquesta induccié es produeix tant en céllules tipus N com S, sent
només les tipus | SK-N-JD les que presenten un comportament diferent, no observant-se un
increment proteic de p21Waf1/Cirl tot | 'Taugment observat en els seus nivells de mRNA. Fins al
moment els estudis publicats respecte la possible correlacié entre 'augment de p21Wafi/Ciel j
p53 en céllules de neuroblastoma sén contradictoris. El tractament amb I'HDI MS-27-275A
indueix un augment de I'expressié de p21Wafi/Ciel independent de I'estat de p53 (Jaboin et al.,
2002), mentre el tractament amb els compostos butirat i acid valproic (VPA) si indueix p53,
correlacionant aquest augment amb la induccié de I'expressié de p21Wafl/Ciel (Condorelli et al.,
2008). En el nostre cas, estudis realitzats per altres membres del nostre laboratori han mostrat
una baixa expressio de p53 en les céllules de neuroblastoma emprades. Nosaltres hem pogut
comprovar l'expressid de p53 per Western blot només en la linia celular SK-N-JD.
Addicionalment, I'exposicid a TSA no ha induit augments en els nivells d’ARNm de NOXA ni
PUMA en les cellules tipus N i S, dos gens normalment transactivats per p53. Només hem
observat un augment significatiu en els nivells d’ARNm de NOXA en les céllules tipus I, les
Gniques que expressen p53, perd també les UGniques que no sobreexpressen p21Wai1/Ciol Eg
més, els nivells proteics de Puma disminueixen en resposta a TSA en les quatre linies cellulars
estudiades. Aixi doncs, nosaltres no hem observat evidéncies clares per a un paper de p53 per

sobre de la inducci6 de p21Waf1/Cirl en |"apoptosi induida per TSA.

p21Wafl/Cirl hg estat descrit com a inductor de la via supressora de tumors del retinoblastoma
(el-Deiry et al., 1993). La proteina del retinoblastoma pRB regula la proliferacid i la
superviveéncia modulant I'activitat dels factors de transcripcié E2F (Sherr and McCormick,
2002). Yu i coMMaboradors van descriure al 2005 la ruta oncogénica pRb/E2F1 com a diana dels
HDIs TSA i SAHA (Zhao et al., 2005). Quan la pRB es troba hipofosforilada s’uneix i segresta els
factors de transcripcidé E2F, resultant en la repressié de gens associats amb la proliferacié. La
inactivaci6 de la pRB resulta en un increment de lactivitat d’E2F1 i la consequent
transactivacié de gens necessaris per a la progressio pel cicle cellular, conduint a una
proliferacié cellular aberrant (Ahlander and Bosco, 2009). La inactivacié de la pRB pot succeir
en molts tipus de tumors degut a alteracions d’altres components de la maquinaria de
regulacié, com per exemple la sobreexpressio de CDK4. La sobreexpressié d’E2F1 també s’ha
observat en varis tipus de tumors humans. Per aquests motius la disrupcié de la funcionalitat
normal de pRB/E2F és una de les alteracions més freqlients en la transformacié maligna
(Lapenna and Giordano, 2009; Sherr and McCormick, 2002). En el present treball el tractament
de les cellules de neuroblastoma amb TSA ha induit en totes les linies cellulars testades una
disminucié del nivell de fosforilacié de la pRB. Resultats que estan en concordanca amb els

obtinguts en céllules de neuroblastoma amb dos HDIs, el BL1521 (Ouwehand et al., 2005) i la
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toxina-HC (toxina flngica Helminthosporium Carbonum) (Deubzer et al., 2008a; Deubzer et al.,
2008b). En aquests dos darrers estudi la hipofosforilacié de la pRB s’associa a I'activacio de la
seva via, tal i com demostra la disminucié de I'expressio de N-Myc, E2F-1, Skp2, Mad2 i
Survivina, tots ells marcadors de mal pronostic en el neuroblastoma (Deubzer et al., 20083;
Deubzer et al., 2008b).

Els nostres resultats indiquen que I'expressié d’E2F1 es veu clarament reduida després de
I'exposicid a TSA durant 24 hores en totes les céllules de neuroblastoma estudiades. Aixi
doncs, la disminucié d’E2F1 pot ser un segon factor que contribueixi a I'aturada de la

proliferacio cellular en les céllules de neuroblastoma en resposta a la incubacié amb TSA.

Un tercer factor ha tenir en compte per a explicar la disminucié de la proliferacié6 és NMYC.
L’amplificaci6 genomica de I'oncogen NMYC és I'aberracidé genética més habitualment
associada a mal pronostic en el neuroblastoma. L'amplificacié6 d’aquest gen es troba
aproximadament en el 20 % dels neuroblastomes, i és emprat com a marcador de mal
pronostic (Janoueix-Lerosey et al., 2010; Van Roy et al., 2009). NMYC pertany a la familia
d’oncogens MYC, i actua com a activador transcripcional formant heterodimers d’unié a ’ADN
amb la proteina MAX, un membre de la familia MAX/MAD (Wenzel and Schwab, 1995), exercint
la seva funcié a través de la ret MYC/MAD/MAX i Id2 i pRB, podent ser aquest el motiu de
I’elevada activitat proliferativa de les célHules de neuroblastoma amb NMYC amplificat (Luscher,
2001). A més a més E2F1 i NMYC actuen conjuntament en el manteniment de la proliferacié
cellular (Strieder and Lutz, 2003). Entre I'elevat nombre de gens regulats per N-Myc trobem H-
Twist, I’'expressidé del qual s’ha vist que es manté per N-Myc, sent H-Twist la causa de la
inhibicio de la via de p53 i associant-se la seva expressié a mal pronostic en el neuroblastoma
(Valsesia-Wittmann et al., 2004). Els nostres resultats mostren una marcada disminucié en
I'expressié de N-Myc, i en menor grau d’H-Twist, en resposta al tractament amb TSA, que junt
amb la disminuci6é d’E2F1 podrien explicar I'aturada del cicle cellular i la reduccié observada en
la proliferacio cellular. No obstant, aquesta aturada s’observa amb un patré molt similar tant en
céllules que tenen copia Unica de NMYC (SK-N-AS) (Goldschneider et al., 2006; Nakamura et
al., 2007), com en les que tenen NMYC amplificat (LA1-55N, SK-N-JD, LA1-5S), i en
consequliéncia el sobreexpressen. Aquests resultats suggereixen que I'expressié de NMYC no és
un factor determinant en l'establiment de I'aturada en G2/M, estan en concordanga aquests
resultats amb els obtinguts en publicacions prévies on s’estudiava I'efecte dels HDIs BL1521 i
HC-toxin sobre el neuroblastoma (de Ruijter et al., 2004; Deubzer et al., 2008b). No obstant, tot
i no ser determinant, creiem que la disminucié de I'expressié d’aquest oncogen en les céllules
que el sobreexpressen pot estar participant en part en la disminucié de la proliferacio

observada en resposta a I'exposicio a TSA.
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El quart factor estudiat ha estat la Survivina. La Survivina és una proteina multifuncional que
inhibeix I'apoptosi perd també regula la divisid cellular i potencia I'angiogénesi. La seva
expressio és molt poc freqlient en teixits adults diferenciats, perd molt elevada en organs
embrionaris i fetals, i present en la majoria de cancers (Altieri, 2004; Sah et al., 2006). La seva
expressié correlaciona amb mal pronostic tant en céllules tumorals de cancers adults com
pediatrics (Duffy et al., 2007; Fangusaro et al., 2006), entre ells el neuroblastoma (Adida et al.,
1998). La Survivina esta altament regulada de manera dependent del cicle cellular, amb un
marcat augment durant la fase G2/M (Fangusaro et al., 2006). El tractament amb TSA, indueix
una disminuci6 dels seus nivells d’”ARNm en les céllules LA1-55N i SK-N-AS, una disminucio
també observada a nivell proteic en les céllules LA1-5S, i que no es reverteix amb la
preincubacié amb z-VAD.fmk. No obstant, no hem observat aquesta modificacio en les céllules
SK-N-JD.
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Figura 76 Representacié esquematica de les interaccions entre les diferents factors
involucrats en la proliferacio cellular modificats pel tractament amb TSA.

Aixi doncs, la disminucio6 de la proliferacio i I'aturada del cicle cellular en G2/M induida pel TSA
en les céllules de neuroblastoma, sembla ser el resultat d’un conjunt de modificacions, que

poden incloure I'augment de I'expressié de I'inhibidor de CDKs p21Wafi/Cirl j 'gctivacio de la via
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supressora de tumors de la pRB, tal i com suggereix la disminucié de I'expressié de N-Myc, E2F-
1 i Survivina (Figura 76). No sent imprescindible que es produeixin totes aquestes alteracions
simultaniament per a que es produeixi I'aturada en G2/M, tal i com indiquen els resultats
obtinguts amb les céllules SK-N-AS, que no sobreexpressen N-Myc, o les SK-N-JD, on no

s’incrementen els nivells de p21 ni disminueixen els de Survivina.

En el nostre model experimental I'apoptosi es troba activada en totes les linies cellulars
estudiades després del tractament amb TSA, tal i com indiquen I'activacio de la caspasa 3 i la
protedlisi de PARP. No obstant només en les céllules amb una elevada velocitat de proliferacié
I'apoptosi resulta en una pérdua substancial de la viabilitat cellular durant les primeres 24
hores de tractament, resultant ser les SK-N-AS les més resistents a la citotoxicitat del compost.
El grau de mort cellular en les céllules SK-N-AS, les céllules que presenten la menor taxa de
creixement cellular i les Gniques estudiades que manquen de I'amplificacié i expressidé de
I'oncogen NMYC (Goldschneider et al., 2006 ;Nakamura et al., 2007), és una vegada més lent i

baix, sent clarament apreciable només a les 72 hores de tractament.

Els HDIs, com la gran majoria de drogues anticanceroses, poden activar I'apoptosi, sent la via
intrinseca o mitocodrial un dels mecanismes més importants de la mort cellular induida per
aquests compostos. Generalment els HDIs activen aquesta ruta mitjancant la induccié de
I'alliberament de citocrom ¢ des de I'espai intermembranés del mitocondri i activant la caspasa
9, havent-se comprovat la inhibicié d’aquest mecanisme de mort per la sobreexpressio de Bcl-2
i Bcl-X, dos factors que protegeixen el mitocondri. A més a més, els HDIs poden augmentar
I’expressio de proteines proapoptotiques, com Bim, Bmf, Bax, Bak, i Bik, i disminuir la de les
antiapoptotiques Xiap i Survivina, aixi com la de varis dels membres de la familia Bcl-2, com
Bcl-2, Bcl-X, Bel-w i Mcl-1 (Bolden et al., 2006; Marks and Xu, 2009; Shankar and Srivastava,
2008). No obstant, el mecanisme que condueix a aquests efectes no és encara ben conegut, ni
homogeni entre les céllules exposades a HDIs. De fet, el nivell basal d’aquestes proteines varia
drasticament en les diferents céllules tumorals, observant-se en conseqliéncia també grans
diferéncies en les modificacions induides per TSA (Xu et al., 2007). Tot i que la diana principal
de les HDACs per a la seva funcié fisiologica son les histones, I'efecte antitumoral dels HDIs
també s’ha d’atribuir a mecanismes independents de transcripcid, per modulacié de I'estat
d’acetilacié d’una série de dianes no histona. Aixi, I'acetilacié6 de Ku70 condueix a un augment
dels nivells de Bax lliure, que segons alguns autors podria ser el causant de I'apoptosi induida

per HDIs en céllules de neuroblastoma (Subramanian et al., 2005a). Alguns articles indiquen la
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reduccidé del creixement de tumors in vivo tant en tractament Unicament amb HDIs, com en
combinacié amb altres modalitats de tractament (Coffey et al., 2000; Jaboin et al., 2002;
Muhlethaler-Mottet et al., 2008).

En el neuroblastoma considerem que el TSA indueix majoritariament una apoptosi de
desencadenament intrinsec, si bé el paper de la drastica disminucié de Bid i la possible
implicacio de la via extrinseca queda per a aclarir. Sembla d’'una banda que I'expressié de Bid
esta fortament afectada per I'acetilacid de les histones, tal i com mostra la disminucié de
I'expressié del seu ARNm. Aquest fet, ja predisposaria de per si a una dificultat per a respondre
a mecanismes mediats pels receptors de mort i per les caspases 8/10. El paper d’aquestes
caspases en el neuroblastoma és a més a més forga controvertit, especialment el de la caspasa
8, havent-se estimat la pérdua d’expressié d’aquesta caspasa en aproximadament un 25-35 %,
predominantment en tumors considerats d’alt risc (Hopkins-Donaldson et al., 2000; Poulaki et
al., 2001; van Noesel and Versteeg, 2004). En el nostre laboratori s’ha assajat el tractament de
neuroblastomes amb gamma-interfero, per tal d’induir o augmentar I'expressio de la caspasa 8
(treball de fi de grau d’Anna Lopez, presentat a la UAB el 2008). Els resultats indiquen que en
les nostres linies la caspasa 8 poc o molt s’expressa, i que aquesta expressié augmenta
considerablement amb I’'exposicié al gamma-interferd. No obstant, d’aquest increment no en
resulta ni una pérdua de viabilitat, ni una major sensibilitat front a I'activacié de receptors de
mort com Fas o TNFR1. D’altra banda, la disminucié del contingut proteic de Bid induida pel TSA
es recupera, al menys parcialment, a l'inhibir les caspases amb z-VAD.fmk. Resultats que
semblen indicar que malgrat la disminuci6 en la seva expressio, els nivells de Bid romanents en
la célula estan sent proteolitzats per I'accié de caspases. En les dues linies cellulars en les que
s’ha estudiat I'estat de la caspasa 8, SK-N-JD i SK-N-AS, el tractament amb TSA indueix un
augment de la seva forma activa, essent aquest especialment marcat en les SK-N-AS. Hem de
tenir em compte perd, que Bid també és diana d’altres proteases, entre elles la caspasa 2
(Krumschnabel et al., 2009a), i s’ha descrit que en les céllules de neuroblastoma SHEP i IMR-
32, el tractament amb TSA, SAHA o NaB indueix I'activacié d'aquesta caspasa (Muhlethaler-
Mottet et al., 2008).

Addicionalment els HDIs poden augmentar I'expressié dels receptors de mort i dels seus Iligams
en céllules transformades, tant in vitro com in vivo. Induint o incrementant els nivells
d’expressio de TRAIL, TRAIL-R2 (DR5), Fas, Fas-L i TNF-a, i disminuint els de ¢c-FLIP, un inhibidor
de la via de receptors de mort (Bolden et al., 2006; Carew et al., 2008a; Marks and Xu, 2009;
Shankar and Srivastava, 2008). En el nostre model cellular ha estat descrit que I'HDI CBHA
indueix una mort depenent de caspases i associada a un augment dels elements CD95/CD95-L

(Glick et al., 1999). En aquest estudi pero, I'analisi per RT-MLPA dels nivells del receptor TNFR
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en la linia LA1-55N mostra una disminuci6 en la seva expressio. Resultats que haurien pero de

ser confirmats a nivell proteic.

Resultats recents semblen indicar que el tractament amb diferents HDIs, com I'acid valproic,
SAHA i MS-275, coopera amb l'interferé-gamma en la induccié de la reexpressio de caspasa 8
en céllules de neuroblastoma i medulloblastoma que no I'expressaven probablement degut a
silenciacié epigenética, sensibilitzant les céllules a la mort induida per TRAIL (Hacker et al.,
2009). A més a més, el tractament amb HDIs condueix a la hiperacetilacié de la H4, associada
al promotor de la caspasa 8 i a la seva activacié (Witt et al., 2009a), i en el nostre cas el

tractament amb TSA augmenta notablement I'estat d’acetilacié de la histona H4.

Aixi doncs, el conjunt d'aquests resultats sembla indicar que, poc o molt, la via apoptotica
extrinseca o de receptors de mort podria estar present en el procés desencadenat per TSA en el

neuroblastoma.

El TSA esta induint apoptosi en les céllules de neuroblastoma, no obstant la pérdua de viabilitat
nomeés es reverteix parcialment amb la preincubacié amb z-VAD.fmk, indicant la implicacié
d’altres mecanismes de mort cellular. En aquest sentit ha estat descrit que Bid pot jugar un
paper important en les interdependéncies existents entre I'apoptosi i I'autofagia. La protedlisi
de Bid s’associa a l'activacié de la via apoptotica mitocondrial, perd6 a més a més la seva
preséncia podria esta frenant I'autofagia en la céllula (Lamparska-Przybysz et al., 2006).
L’autofagia és un procés cellular autocatabdlic en el que constituents citoplasmatics sén
segrestats en vesicules de doble membrana que es fusionen posteriorment amb els lisosomes
per a la seva degradacié (Mizushima et al., 2008). Degut a que aquesta activitat catabolica
genera energia, l'autofagia sovint s’indueix en condicions de limitaci6 de nutrients,
proporcionant un mecanisme que permet mantenir la viabilitat cellular, perd podent ser utilitzat
també per les céllules canceroses com a mecanisme de supervivéncia front a condicions
d’estrés metabolic (Corcelle et al., 2009; Eisenberg-Lerner and Kimchi, 2009). No obstant, una
autofagia progressiva pot ser citotoxica, podent substituir, acompanyar o precedir a I'apoptosi
en la induccié de la mort cellular en determinades condicions (Eisenberg-Lerner and Kimchi,
2009).

L’analisi per microscopia electronica (ME) de la morfologia ultraestructural de les céllules

després de 24 hores d’exposicié a TSA 0.5 uyM, mostra la presencia de processos apoptotics i
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necrotics, perd també autofagics, en totes les linies cellulars testades, inclos en les SK-N-AS on
les condicions utilitzades practicament no afecten la viabilitat cellular. La preséncia
d’estructures tipicament autofagiques s’acompanya a més a més en tots els casos d'un
augment de LC3-ll, la forma proteica de LC3 que es localitza en les membranes
preautofagosomals i autofagosomals, i que s’utilitza com a marcador autofagic (Tanida et al.,
2004).

Actualment s6n dos els membres de la familia de les HDACs que han estat involucrats en el
procés autofagic. L'HDAC6 esta directament implicada en la degradacié proteica per autofagia
de proteines mal plegades per I'anomenada via de I'agresoma, una via independent del
proteosoma (Simms-Waldrip et al., 2008). L'HDAC1 també s’ha suggerit que podria estar
participant en el procés autofagic, ja que la seva inhibicié6 amb un inhibidor especific (FK228) o
amb siRNA indueix autofagia en céllules HelLa (Oh et al., 2008). A més a més, recentment s’ha
descrit la induccié d’autofagia per diferents compostos HDI ((Marks and Xu, 2009). El FK228
indueix apoptosi i autofagia en céllules de tumor rhabdoid maligne, tant in vitro com in vivo
(Watanabe et al., 2009). SAHA indueix apoptosi o autofagia en linies cellulars de
condrosarcoma (Yamamoto et al., 2008). | per dltim, H40 i SAHA indueixen mort celular en
céllules de cancer de prostata predominantment per induccié d’autofagia (Long et al., 2009).
Aquests resultats suggereixen que I'eficacia d’aquests agents podria correlacionar amb la seva
habilitat d’estimular I'autofagia com a mecanisme de mort cellular. No obstant, aquestes
conclusions s6n encara molt preliminars, especialment si tenim en compte que la majoria
d’aquestes situacions també s’indueix apoptosi. De fet, dos estudis recents han mostrat que la
combinacié d’inhibidors de [I'autofagia amb HDIs o agents alquilants incrementa
significativament I'activitat anticancerosa d’aquests darrers (Carew et al., 2008a; Carew et al.,
2008b).

Fins al moment no existeixen referéncies a la induccié d’autofagia en céllules de
neuroblastoma huma com a conseqiiéncia del tractament amb HDIs. No obstant, M. Zhou i
collaboradors van publicar fa poc un treball en el que demostren un increment de I'autofagia
durant la diferenciacié cellular en céllules de neuroblastoma de ratoli, havent observat que la
diferenciacioé cellular s’atura en preséncia d’inhibidors de I'autofagia, o es retarda en abséncia

del gen regulador de 'autofagia Beclina 1 (Zeng and Zhou, 2008).

L’estudi al llarg del temps de marcadors tipicament apoptotics (PARP, caspasa 3, caspasa 8 i
Bid) i autofagics (LC3-ll, Atg5, Atg12 i Beclina) en les céllules SK-N-JD, les més sensibles a TSA,
indica una activacié simultania d’ambdo6s processos en aquestes céllules a partir de les 12

hores de tractament. El mateix analisi en les céllules més resistents a TSA, les SK-N-AS, mostra
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com a esdeveniment inicial I'augment de LC3-Il a les 8 hores d’exposicié al compost, no
observant-se proteolisi de PARP ni activacié de la caspasa 3 ni Bid fins a les 24 hores. Resultats
gue junt amb la menor sensibilitat observada en aquetes céllules front a TSA, suggereixen que

en aquest cas 'autofagia estaria desencadenant-se com a mecanisme de supervivéncia.

Sén cada cop més les evidéncies que suggereixen una relacidé entre I'apoptosi i I'autofagia,
degut principalment a que factors relacionats amb I'apoptosi estan criticament involucrats en
I'autofagia, com Bcl-2; Bcl-X o Atgh. Ha estat descrit a més a més, que la inhibici6é de I'apoptosi
pot desencadenar I'autofagia, mentre que la inhibicié de I'autofagia pot tant induir com atenuar
I"apoptosi (Eisenberg-Lerner and Kimchi, 2009; Eisenberg-Lerner et al., 2009; Tan et al., 2009).
Per aquest motiu varem decidir examinar el significat funcional de I'autofagia detectada en el

nostre model cellular en relacié a la mort induida per TSA.

El bloqueig de I'apoptosi induida per TSA amb zVAD.fmk inhibeix I'aparicié del pic subdiploid,
indicatiu de céllules apoptotiques, en totes les céllules estudiades. No obstant només atenua
parcialment la pérdua de viabilitat cellular mesurada per MTT i TB, alhora que potencia la
inducci6 del marcador autofagic LC3-Il. La preincubacié amb zVAD.fmk no promou autofagia, ni
és capac de revertir la preséncia d’estructures autofagiques degudes al tractament amb TSA.
Els resultats obtinguts utilitzant 3-MA com a inhibidor de I'autofagia, indiquen una disminucié
significativa del percentatge de céllules mortes i de I'apoptosi induida per TSA a les 24 hores de
tractament en les céllules LA1-55N, SK-N-JD i LA1-5S. A temps més llargs de incubacié pero, els
resultats s’igualen als obtinguts amb el tractament amb TSA sol. El tractament amb 3-MA 10
mM resulta toxic de per si en les céllules SK-N-JD, perd no per a les altres linies. En la linia
cellular SK-N-AS la inhibici6 de I'autofagia indueix en canvi un increment en la mort cellular
detectada per ambdues técniques, indicant una potenciacié de I'efecte citotoxic induit pel TSA
en aquestes céellules. La inhibicid de I'autofagia reverteix de forma significativa I'aturada del
cicle cellular dnicament en les céllules LA1-55N. Caldria veure si la inhibicié de I'autofagia per
siRNA d’Atg 7, 5 o Beclina 1, suprimiria I’activacié de les caspases i atenuaria la mort cellular, o
pel contrari potenciaria la mort per apoptosi induida per TSA, ja que en varis models s’ha descrit
que l'autofagia és necessaria per a que es produeixi I'apoptosi (Eisenberg-Lerner and Kimchi,
2009; Tan et al., 2009).

Aixi doncs, els resultats obtinguts fins al moment suggereixen que apoptosi i autofagia podrien
estar actuant conjuntament en la induccié de mort cellular en les céllules més sensibles a TSA,
degut a que els dos mecanismes semblen estar induint-se simultaniament, i perqué la inhibicid
farmacologica d'un d’ells sembla compensar-se mitjancant I'augment de l'altre, assegurant aixi

la mort cellular. En les céllules més resistents, les SK-N-AS, I'autofagia podria estar activant-se
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com a mecanisme de supervivéncia, precedint I'activacié6 de marcadors autofagics a la dels
apoptotics, i observant-se un augment de la mort cellular induida per TSA al inhibir I'autofagia.

Actuant probablement en aquest darrer cas apoptosi i autofagia com a dos processos
antagonics (Figura 77).

LA1-55N SK-N-JD
Bid | A Bid | A
Survivina l J Survivina=— J
pRB | P pRB | P
N-Myc | » Apoptosi > (Mort cel-lular N-Myc » Apoptosi > (Mort cel-lular
E2F1 | E2F1 |
p21 | p21 —
TSA TSA
G2 l G2 l
s M Autofagia s M Autofagia
() S | B 2| — G
G1 }V G1 ( \
> (Mort cel-lular 3> [Mort cellular
3-MA 3-MA
SK-N-AS
Bid | 2VAD
Survivina | J
pRB | P
N-Myc — Apoptosi —————> (Mort cel-lular
E2F1 |
p21 | T
TSA

G1
3-MA
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S Q M Autofagia

——— > (Supervivéncia

Figura 77. Esquema on es resumeixen els efectes induits pel TSA en les diferents linies de
neuroblastoma huma. LA1-55N, célules tipus N; SK-N-JD, céllules tipus |; SK-N-AS,

céllules tipus S.
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En aquest treball hem trobat que el tractament amb tricostatina A (TSA), inhibidor general dels
HDACs tipus I/Il en céllules eucariotes, indueix una aturada del cicle cellular en G2/M, i mort
cellular per activacidé de mecanismes apoptotics, perd també autofagics, en les 4 linies de

neuroblastoma huma estudiades.

L’activacié de I'autofagia en céllules canceroses segueix sent controvertida, no sabent-se amb
exactitud si representa un mecanisme que permet als tumors sobreviure a la terapia, o pel
contrari un mecanisme per a iniciar una forma no apoptotica de mort cellular programada. Els
nostres resultats mostren que la inhibicié de I'autofagia per 3-MA, disminueix només inicialment
la pérdua de la viabilitat cellular induida per TSA en les tres linies més sensibles al compost,
adquirint-se valors molt similars als del tractament amb TSA sol quan el temps d’exposici6 es
perllonga més de 24 hores. Mentre que en les céllules més resistents al TSA, les SK-N-AS, la

inhibicié de I'autofagia potencia la pérdua de viabilitat.

Aixi doncs, I'autofagia desencadenada per el compost TSA en el neuroblastoma sembla tenir
una finalitat dual, actuant predominantment com a mecanisme inductor de mort cellular en
unes céllules, i com a recurs per a la supervivéncia en d’altres (Figura 78). Aquesta variabilitat
en la resposta de les linies cellulars a TSA pot estar reflectint la natura de les alteracions

geneétiques i de les rutes de transduccié de senyals alterades en les diferents linies celdulars.

Tot i que no hi ha dubte de que el paper de I'autofagia en el cancer és complex, i que encara
falta molt per a conéixer dels detalls moleculars de la regulacié i la finalitat de I'autofagia en les
cellules tumorals, els resultats obtinguts en aquest estudi suggereixen que els mecanismes
implicats en 'autofagia podrien ser considerats com a potencials dianes terapéutiques en el
neuroblastoma, especialment en aquells tumors amb processos apoptotics deficients. No
obstant, tal i com succeeix amb altres tumors, seria necessari realitzar préviament una
caracteritzacié del neuroblastoma primari, o de les formes metastasiques o recidivants, per tal
coneixer el seu comportament front a l'autofagia i poder seleccionar aixi el tractament més

eficient.
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A
Collaboracié Apoptosi/ Autofagia

Cél-lules de neuroblastoma

sensibles a TSA
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cellular
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Figura 78. Representacié esquematica de la connexié entre I'apoptosi i I'autofagia en
céllules de neuroblastoma. A| En les céllules LA1-55N, SK-N-JD i LA1-5S, apoptosi i
autofagia semblen estar actuant conjuntament, ambdés mecanismes conduint a la mort
cellular i probablement actuant per vies paralleles independents, tot i que podrien
influenciar-se mutuament. B|En les célules SK-N-AS l'autofagia sembla antagonitzar
I'apoptosi, promovent la supervivéncia i bloquejant els estimuls que conduirien a la

resposta apoptotica.
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El neuroblastoma segueix sent el major problema en I'oncologia pediatrica, sent responsable
d’una de cada 8 morts pediatriques per cancer. Aproximadament el 40% de tots els infants amb
neuroblastoma sén designats com pacients d’alt risc en base a la preséncia de marcadors de
malignitat, consistint el tractament en aquests casos en una seqiiéncia coordinada de
guimioterapia, cirurgia i radiacié (Matthay, 1999; Pearson et al., 2008). Pero0 tot i I'agressivitat
del tractament, menys del 40 % dels infants aconseguiran una cura a llarg termini (Matthay,
1999; Pearson et al.,, 2008; Zage et al., 2008). Davant les limitacions en el tractament del
neuroblastoma, especialment per I'aparicié de resisténcies a multiples farmacs en tumors ja
tractats, i a la caréncia d’'una quimioterapia especifica i eficient contra aquests tumors
(Berthold and Hero, 2000; Brodeur, 2003), ens varem proposar testar en linies de
neuroblastoma huma nous compostos anticancerosos, per a posteriorment caracteritzar el

mecanisme d’acci6 d’aquells que poguessin resultar d’interés.

L’any 2000 Hanahan i Weinberg van enumerar les sis alteracions essencials que caracteritzen
la majoria de cancers humans: autosuficiéncia en senyals de creixement, evasié de la mort
programada, potencial replicatiu illimitat, angiogénesi mantinguda, invasi6 de teixits i metastasi
(Hanahan and Weinberg, 2000). Recentment s’han proposat altres trets distintius comuns en
les céllules tumorals, incloent una potenciacié de I'anabolisme (Kroemer and Pouyssegur,
2008), I'evitacié de la immunovigilancia (Zitvogel et al., 2008) i la supressié de I'autofagia
(Morselli et al., 2009). Caracteristiques que collectivament confereixen el fenotip maligne a les
céllules, proporcionant la capacitat de créixer de forma descontrolada, envaint i danyant teixits
de I'organisme. Els tractaments emprats contra el cancer es centren principalment en evitar
que el tumor avanci o produir la seva recessié, emprant amb aquest proposit agents citostatics,
que produeixen una aturada del cicle cellular i la consequent diferenciacié de les céllules, o

agents citotoxics, els quals indueixen la mort de les céllules transformades.

Durant la realitzacié d’aquesta tesi s’han utilitzat fins a 9 linies diferents de neuroblastoma. La
intenci6 inicial era de desenvolupar tots els estudis en totes les linies, perd aixo va resultar un
proposit mastodontic que feia alentir els resultats i acabar relativitzant la seva fiabilitat. Aixi
doncs l'estudi es va anar desenvolupant progressivament en un tipus o altre de célules,
iniciant-se amb les SH-SY5Y com a principals protagonistes, per ser les més utilitzades en la
literatura, perd progressivament decantant-nos cap a la utilitzaci6 de céllules que ens

resultaven més constants en quant al seu comportament. Tot i aixi pensem que globalment I'Gs
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del conjunt de totes aquestes linies ens pot haver permeés fer-nos una idea del comportament

del neuroblastoma front als compostos estudiats.

L’objectiu d’aquesta tesi ha estat buscar nous abordatges farmacologics de possible aplicacio
en el tractament del neuroblastoma. Els criteris per decidir els compostos que hem utilitzat en
aquest treball s’han basat principalment en els coneixements moleculars de la malaltia, i en
I'analisi dels farmacs que es descriuen a la literatura com ha inductors de mort cellular en
altres tipus cellulars, o en el mateix model experimental, quan els seus efectes encara no eren
ben coneguts. Aixi, després d'alguns intents infructuosos, varem decidir estudiar el procés de
mort desencadenat pel pigment bacteria prodigiosina (PG), d’accié molecular no ben coneguda,
i per la inhibicié de la desacetilacio de proteines, utilitzant la tricostatina A (TSA) com a compost

d’accié més ben definida.

La PG ha mostrat tenir un efecte citotoxic i citostatic en les linies de neuroblastoma. Indueix
mort cellular per mecanismes apoptotics dependents de caspases, i especialment en les
cellules de neuroblastoma tipus N, les fenotipicament més agressives. No obstant la inhibicié
de I'activacié de les caspases no reverteix complertament la mort cellular, indicant la implicacié
d’altres mecanismes de mort cellular en el procés desencadenat per PG. L'aturada de la
proliferacié celular és en canvi molt més acusada en les céllules tipus S, tot i que és un
fenomen observat en totes les céllules estudiades. A més a més, en el present treball hem
descrit com la PG, després de la seva entrada per difusi6 en la céllula, s'acumula especialment
en els mitocondris, induint un efecte desacoblant entre la cadena respiratoria i I'activitat de
I’ATPasa-Fo-F1 mitocondrial de les céllules de neuroblastoma. Com a resultat, la produccié
d’ATP es veu disminuida notablement pero la taxa de consum d’oxigen no s’altera. Nosaltres
suggerim que I'explicacié a aquest fet podria trobar-se en I'habilitat que té la PG per a atrapar
protons a pH fisiologic, modificant aixi els gradients de pH intracellulars, no tant sols els

vesiculars i els lisosomals, si no també molt possiblement els intramitocondrials.

Un problema inherent a la utilitzacié de prodigiosina és la seva elevada liposolubilitat a pH
fisiologic. Aixo en dificulta la seva absorcio per via digestiva i provoca la seva acumulacié en
teixit gras, com hem pogut comprovar tractant ratolins de forma subcutania (Annex). Aixi doncs,
tot i que considerem que I'Us de la prodigiosina pel tractament del neuroblastoma o altres tipus
de tumors pot ser eficag, i mereix tenir-se en compte, hi ha un problema farmacologic a
resoldre, el de la seva absorcié i distribucio per via sanguinia. Possiblement I'Gs de derivats de
la prodigiosina més solubles, com la cicloprodigiosina, podria facilitar-ho. Una altra possibilitat a

assajar podria ser I'administracié de prodigiosina en liposomes acidificats, per a assegurar la



Discussié general

seva forma protonada més soluble. No obstant, aquest és un problema que deixem per resoldre

als farmacolegs.

Al capitol dos es descriuen els resultats de I'estudi del tractament de les céllules de
neuroblastoma amb TSA. El TSA indueix una aturada del cicle cellular en G2/M i apoptosi, perod
també autofagia, procés fins al moment no descrit en aquestes céllules com a resposta a
I’exposicié a HDIs, no havent-se observat diferéncies en aquests efectes entre les céllules
neuroblastiques tipus N, S i I. En concordanca amb estudis previs, la disminucié de la
proliferacié i I'aturada en G2/M ha resultat ser conseqiiéncia d'un procés independent de les
caspases. Probablement associat a I'augment d’expressié de I'inhibidor de CDKs p21WAF/Ciel j g
I'activacié de la via supressora de tumors del RB, tal i com suggereix la disminucié de
I'expressié de N-Myc, E2F-1 i Survivina, tots ells implicats en aquesta via, i a més a més
marcadors de mal pronodstic en el neuroblastoma. Podent ser la disminucié de la Survivina

responsable per si sola del desencadenament de I'apoptosi.

No obstant, I'efecte del TSA no ha estat el mateix en totes les linies cellulars de neuroblastoma
estudiades, sent les céllules SK-N-AS les més resistents. En aquestes céllules, tot i activar-se
els mateixos mecanismes que en la resta de céllules estudiades, la disminuci6 de la viabilitat
és molt reduida i, a les dosis utilitzades, sembla prevaldre un efecte citostatic. Es més, mentre
en les céellules LA1-55N, SK-N-JD i LA1-5S, apoptosi i autofagia semblen estar induint-se
simultaniament i collaborar en la mort cellular induida pel TSA, en les SK-N-AS els resultats
suggereixen que aquests dos mecanismes tenen finalitats antagoniques, de manera que

I'autofagia promou la supervivencia cellular.

El comportament de les céllules SK-N-AS front a PG i TSA ha resultat ser sensiblement diferent
al de la resta de les linies cellulars estudiades. Es tracta de céllules que en comparacié amb les
altres tenen un rang de proliferacioé forca inferior, probablement degut a que no sobreexpressen
I'oncogen N-Myc, i presenten un menor consum d’oxigen i una major resisténcia a toxics. En
I'estudi de I'ultraestructura de les linies cellulars per microscopia electronica, hem comprovat
Unicament en aquestes céllules la preséncia de vacuoles i granuls citoplasmatics basals,
compatibles amb vacuoles autofagiques i amb la preséncia de glicogen respectivament. De fet
ha estat descrit que alguns tipus cellulars de neuroblastoma son capacos de sintetitzar i
emmagatzemar glicogen, fet que els proporciona una major resisténcia metabolica

(Passonneau and Crites, 1976).

Aixi doncs, els resultats obtinguts indiquen que els dos compostos sén capacos d’induir una

disminuci6 de la viabilitat cellular deguda a una aturada de la proliferacié i/o a la mort cellular,
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depenent el seu efecte final de la linia cellular utilitzada, i del temps d’exposicié al compost. A
més a més, els resultats de I'exposicié de les céllules als dos compostos son prou diferents als
produits pels anticancerigens convencionals, com per considerar-se el seu assaig en diferents
combinacions amb altres quimioterapics. En els intents realitzats per nosaltres, la combinacié
de PG amb CisPt ha resultat en una predominanca clara de I'efecte de la PG. La combinacio6 de
PG amb TSA no ha mostrat un efecte additiu pel que fa a la disminucié de viabilitat, com
d’entrada ens podiem imaginar, tot i que aquests estudis encara s’estan desenvolupant en el

nostre laboratori.

L’estudi de la PG i el TSA en cultius cellulars ha estat un abordatge que ens ha permeés
delimitar en bona part els seus mecanismes d’accidé, no obstant resten algunes preguntes
importants per respondre. Hem observat que la inhibicié de I'apoptosi potencialment augmenta
I'autofagia, pero I'aturada de I'autofagia només augmenta I'apoptosi a llarg termini (72 hores),
mentre que en algunes céllules a curt termini sembla reduir I'apoptosi. Aixi doncs, en algunes
linies cellulars de neuroblastoma apoptosi i autofagia estarien collaborant (p.e. LA1-55N),
mentre que en altres I'autofagia semblaria retardar I'apoptosi (SK-N-AS). Caldria doncs una
bona caracteritzacio del tipus de céllules front a les que ens trobem, per tal de saber si el més
beneficios en termes terapéutics, és induir o aturar l'autofagia. Els mateixos estudis i
caracteritzacions caldria realitzar-los també en cultius primaris, ja que la majoria de linies

cellulars de neuroblastomes provenen de céllules que han metastatitzat.

L’analisi actual del resultats obtinguts amb la PG, ens fan pensar en la possibilitat que aquest
agent també estigui induint autofagia en les céllules de neuroblastoma, de nou com a
mecanisme promort en les céllules més sensibles al compost, i prosupervivéncia en les més
resistents. De fet, la protedlisi de la caspasa 2 i 'augment de Grp78 suggereixen la implicacié
de mecanismes d’estrés reticular, i aquest fet pot ben estar relacionat amb I'aparicid
d’autofagia. Respecte al tractament amb TSA, caldria confirmar que la inhibici6 dels
mecanismes fins ara descrits per a I'autofagia reverteixen I'aparicié d’autofagolisosomes, i la
repercussié que aixd pot tenir en la viabilitat cellular. També caldria aclarir en quin grau
afectaria aquesta inhibici6é a I'activacié dels processos apoptotics observats com a resposta a

I’exposicié a TSA en cada una de les linies cellulars utilitzades en I'estudi.

En aquest estudi s’ha utilitzat el TSA com a HDI, per ser aquest compost considerat I’'HDI
general (pan) per excelléncia, per la seva gran potencia com ha inhibidor d’HDACSs, i per la seva
similitud estructural amb SAHA, I'ara anomenat vorinostat (I'dnic HDI aprovat fins al moment en

el tractament oncoldgic). Els resultats de viabilitat ens indiquen que el comportament del TSA i
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de SAHA en céllules de neuroblastoma sembla ser analeg, tot i que caldria comprovar si el

mateix es pot dir per tots els parametres aqui descrits.

Caldria aixi mateix analitzar I'efecte dels dos compostos in vivo, emprant ratolins atimics en els
que préviament hauriem desenvolupat tumors tipus neuroblastoma per inoculacié de les linies

utilitzades (Annex).

Esperem que les dades aportades en aquest estudi, serveixin per a millorar el coneixement dels
mecanismes de resposta de les céllules de neuroblastoma humanes a I'exposicié a possibles
nous agents antineoplasics. Proporcionant noves pistes per al desenvolupament d’agents més

efectius i selectius contra aquesta greu patologia pediatrica.
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Conclusions

Dels resultats presentats en aquest estudi se’'n poden extreure les segients conclusions:

1. La viabilitat de la major part de les linies de neuroblastoma huma assajades resulta
drasticament reduida pel tractament amb prodigiosina a unes dosis que no resulten
toxiques per a les céllules no canceroses. L'efecte de la prodigiosina esta relacionat
amb el grau de proliferacié cellular, essent superior per a les cél.lules més proliferants.
Les céllules més resistents a I'acci6 de la prodigiosina han resultat ser les SK-N-AS de

llinatge S o glioblastic.

2. La prodigiosina actua com a agent citoestatic, induint una disminucié de la proliferaci6é
cellular en totes les linies cellulars de neuroblastoma, perd especialment en les
céllules SK-N-AS.

3. La prodigiosina interfereix en els gradients de protons intracellulars, s’acumula en
I'interior del mitocondri, i molt possiblement actua com a agent desacoblant

mitocondrial.

4. La prodigiosina indueix apoptosi molt possiblement alterant la funcié mitocondrial. No
obstant, tot i que les caspases estan involucrades en el procés de mort induit per
prodigiosina, la seva participacié no és imprescindible per a que es produeixi la pérdua

de viabilitat cellular.

5. La inhibicié de les histona desacetilases comporta una significativa disminucié de la
viabilitat de les céllules de neuroblastoma, molt més acusada en les céllules de

llinatge més neuroblastic i/o que expressen el factor oncogenic N-Myc.

6. L’inhibidor d’histona desacetilases tricostatina A indueix una aturada del cicle cellular
en la fase G2/M en totes les linies cellulars, una aturada que és independent de
caspases i de la sensibilitat de les céllules al compost, perd amb diferents

caracteristiques dosi-temporals.
7. La disminucié de la proliferaci6 i I'aturada del cicle en G2/M semblen ser el resultat

d’un conjunt de modificacions que inclouen I'augment de I'expressié de p21 Wafl/Ciel j

I'activacié de la via supressora de tumors del retinoblastoma, tal i com suggereix la
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disminucié de I'expressié de N-Myc, E2F-1 i Survivina. Factors que molt possiblement

siguin també determinants en la inducci6 de programes de mort cellular.

8. Els resultats obtinguts suggereixen que I'apoptosi i I'autofagia podrien estar actuant
conjuntament en la induccié de la mort cellular en les céllules de neuroblastoma més
sensibles a tricostatina A, mentre que en les céllules més resistents I'autofagia sembla

antoganitzar I'apoptosi promovent la supervivéncia.

9. Com a conclusié global, creiem que els mecanismes implicats en I'autofagia podrien
ser considerats com a potencials dianes terapéutiques en el neuroblastoma,
especialment en aquells tumors amb processos apoptotics deficients. Caldria perd
caracteritzar préviament el neuroblastoma, per a conéixer el seu comportament front

I'autofagia i poder seleccionar el tractament més eficient.
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Annex

Obtencidé de models animals de neuroblastoma

Un cop comprovada la capacitat anticancerosa de la PG in vitro, varem procedir a desenvolupar
models de tumors neuroblastics humans en ratolins immunodeprimits, emprant amb aquesta
finalitat les mateixes linies cellulars estudiades en cultiu. L’'objectiu d’aquests experiments va
ser l'obtenci6 de models animals de neuroblastoma on poder avaluar la capacitat

quimioterapeéutica dels compostos a assajar in vivo.

Obtencié de models de neuroblastoma

Objectiu

Implantacié ectopica de linies tumorals humanes de neuroblastoma en ratolins atimics
(immunodeprimits), amb la conseqiient obtencié de tumors. A partir del moment de la deteccid
de dits tumors, estudiar la seva evoluci6 i desenvolupament, avaluant la seva mida i velocitat
de creixement, per tal de poder dissenyar la corba de creixement tumoral. Addicionalment,
valorarem la vascularitzacio, grau de necrosis del tumor, i la possible aparicié de metastasi en

altres organs.

Material

Animals. Per a la realitzacié d’aquests estudis es varen utilitzar ratolins atimics mascle de
4-5 setmanes, de la cepa Balb/c Nude (Charles River Laboratories Espanya, S.A.). Els
ratolins es van mantenir en cameres aillades per a evitar el contacte directe amb
patdgens. La temperatura es va mantenir controlada entre 20-22 °C, i els cicles de
llum/foscor varen ser de 12/12 hores. El menjar i la beguda se’ls hi va proporcionar
ad libitum. Els ratolins van ser estabulats en I'animalari de petits rosegadors de
I'Institut de Recerca Oncologic (ara IDIBELL). L’experimentacié es va dur a terme en
cabines de flux laminar vertical, en condicions especifiques lliures de patogens. Tots
els procediments als que van ser sotmesos els animals, es varen realitzar d’acord amb
les recomanacions per al correcte tracte i Us dels animals al laboratori. Els
procediments de treball varen ser minuciosament avaluats per un comité étic

especialista en experimentacié animal.
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Linies ceHulars. Els tres tipus fenotipics presents en les linies cellulars de neuroblastoma
tenen diferents potencials tumorogénics. Les tipus S semblen no ser malignes, al
mostra nul o minim creixement independent d’ancoratge en agar tou i no formar
tumors en ratolins atimics. Les N formen tumors en un 30- 100 % dels ratolins atimics
inoculats, i tenen eficiéncies de creixement en agar tou forca superiors a la de les S,
mentre el fenotip | és el que mostra una major capacitat per formar tumors i les millors
eficiéncies de creixement dels tres tipus cellulars (Spengler et al., 1997). De moment,
degut a la necessitat d’obtenir un elevat nombre de céllules per a les inoculacions,
s’han utilitzat dues de les linies cellulars amb major capacitat proliferativa, les SH-SY-

5Yhp i les LAN-1, totes dues tipus N.

Disseny i metodologia

Induccié de tumors. Les linies cellulars SH-SY5Yhp i LAN-1, lliures de micoplasma, es van
mantenir en cultiu exponencial in vitro. En els dos darrers cultius abans de la inoculacié en els
ratolins, es van eliminar els antibiotics del medi de cultiu. Els tumors ectopics es van induir, en
base a publicacions prévies (Beppu et al., 2004; Coffey et al., 2000; Engler et al., 2001;
Michigami et al., 2001), inoculant de manera subcutania (SC) 20x106 o 40x106 céllules d’un
cultiu de SH-SY5Yhp o LAN-1 resuspeses en un volum de 200 pl de medi DMEM sense
antibiotics i sense FBS. El procediment es va realitzar elevant la pell de la zona dorsal de
I'animal, en el quadrant posterior dret o esquerra, i posteriorment introduint I'agulla (podent
bellugar-la amb llibertat cap als dos laterals), procedint llavors a la introduccié de les cé€llules.

Com a resultat varem obtenir tumors experimentals ben localitzats.

Seguiment del creixement del tumor. Una vegada el tumor primari fou externament palpable i
mesurable, es va mesurar la seva mida cada 2-3 dies amb un peu de rei per a seguir la seva
evoluci6. El registre del diametre longitudinal (L) i el tranversal (I) ens varen servir per a calcular
el volum total del tumor mitjangant la formula V= (L x 12 x «t)/6 (Coffey et al., 2000). Quan el
tumor havia adquirit un volum de 100-800 mm3, aproximadament 1x1 cm, es va procedir a la
seva extirpacio (exéresi). Per a realitzar aquest procediment els animals varen ser sacrificats

per atmosfera saturada en CO-. Posteriorment es va procedir a la seva necropsia.

Processament de les mostres per a anatomia patologica

Els tumors varen ser processats per tal d’analitzar la histologia del teixit, i avaluar la seva
morfologia, aixi com el grau d’angiogenesi i necrosi d’aquest. El protocol realitzat va ser el

seguent:
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Fixacié: immersi6 en una solucié de paraformaldehid al 10 % durant 16-24 hores.
Aclarir amb aigua destil-lada.

Es van collocar en unes caixetes de plastic individuals anomenades cassettes, les
quals van ser préviament etiquetades per a poder identificar les mostres un cop dins
del processador de teixits.

Deshidratacio : 5 hores en alcohol 70°, 12 hores en alcohol 96°, i 3 hores en alcohol
100°.

1 hora 30 minuts en xilol.

Inclusi6 en parafina: submergir tota la nit en parafina. Posteriorment es submergeix de
nou, durant un minim de 2 hores, en un altre bany de parafina neta.

Es fan els blocs de parafina amb ajuda de motlles metallics, i es deixen refredar.

Es realitzen talls de 5 cm de gruix amb el micrétom i es recullen en portaobjectes.

Per a desparafinar els talls, aquests es submergeixen durant 10 minuts en dos banys
de xilol consecutius.

Posteriorment es rehidraten, submergint-los en alcohol 100° durant 3 minuts, 3 minuts
en alcohol 96° i 3 minuts en alcohol 70° Posteriorment s’aclareixen amb agua
destillada. A continuacié podem fer les tincions desitjades: hematoxilina-eosina (punt
11) o immunohistoquimica amb Ki67 (punt 14).

Tinci6 amb hematoxilina-eosina: es submergeixen durant 2 minuts en hematoxilina.

Després s’esbandeixen amb aigua de I'aixeta, per a submergir-se de nou en alcohol
clorhidric (1%). S’aclareix varies vegades amb aigua de laixeta. Finalment es
submergeix 4 minuts en eosina, i es procedeix al seu aclariment amb aigua destil-lada.
Deshidrataci6: es submergeixen en alcohol al 70° durant 3 minuts, 3 minuts més en
alcohol al 96°, i 3 minuts en alcohol al 100°.

Es cobreixen els talls amb xilol durant un minut, i un minut amb xilol:eucaliptol (1:1)
(Punt 20).

Immunohistoquimica K67. Bloqueig de les peroxidases del teixit. Préviament es

realitza un rentat de 5 minuts amb PBS. Es submergeixen les mostres durant 15
minuts a les fosques en una cubeta que conté una solucié de : PBS (140ml) + metanol
(60ml) + aigua destillada al 30 % (2ml). A continuacié es fan dos rentats de 5 minuts
en PBS.

Desemmascarar I'antigen. Es submergeixen durant 30 minuts a temperatura ambient
amb una solucié de saponina (0.05gr saponina/100 ml d’aigua milliqu).

Bloqueig. Dos rentats de 5 minuts amb PBS, seguits de dos rentats amb PBS-trit6 0.2
%. Després es posa sobre la mostra una solucié de PBS 0.2% + trit6 0.2 % + FHS 0.2 %
(100 pl /tall mostra). Es deixa durant 2 hores a la cambra humida a temperatura

ambient.
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17. Incubacié amb I'anticos primari. Utilitzem una dilucié 1/50 de I'anticos Ki67 (en la
solucié anterior + 1 % FHS).

18. Incubacioé de I'anticos secundari. Temperar durant 30 minuts a temperatura ambient.
Realitzar dos rentats de 5 minuts amb trit6 0.2 %, seguits de 2 rentats amb PBS.
Finalment es realitza una incubacié amb una preparacié comercial que conté I'anticos
secundari, durant 30 minuts.

19. Revelat amb DAB

20. Muntatge. Es colloca una gota de resina sintética DPX sobre la preparacio, i es disposa

en un cobreobjectes. Es deixa assecar.

Resultats

Induccié de tumors de neuroblastoma.

10 animals varen ser inoculats per a crear tumors ectopics:

5 ratolins van ser inoculats subcutaniament amb 20x108¢ cellules SH-SY-5Yhp.
5 ratolins van ser inoculats subcutaniament amb 20x10¢ céllules LAN-1.

5 ratolins van ser inoculats subcutaniament amb 40x106 céllules LAN-1.

Els resultats obtinguts (Taula A1), mostren una eficiéncia del 100 % en la formacié de tumors
en ratolins inoculats amb la linia cellular SH-SY5Yhp, mentre I'eficiéncia va ser Gnicament del
10 % en els animals inoculats amb la mateixa quantitat de céllules LAN-1. En aquest darrer cas
4 dels 5 animals van evolucionar reabsorbint I'indcul, o les tumoracions tot i ser palpables eren
tant petites que no podien ser mesurades. Per aquest motiu va realitzar-se un tercer experiment

inoculant 40x108 céllules LAN-1. Els resultats en aquest cas mostren una eficiéncia del 60 %.

Taula A1

20x106 SC SH-SY-5Yhp 20x108 SC LAN-1  40x10¢ SC LAN-1

Tumor (L x | (cm)) Tumor (Lx1(cm)) Tumor (L x1(cm))
Individuo 1 0.8x0.8 0 1.2x1.1
Individuo 2 1x0.85 No mesurable 1.4x0.5
Individuo 3 0.95x0.7 1.2x0.9 1.3x0.5
Individuo 4 1.3x0.8 0] 0
Individuo 5 0.8x0.5 0] 0

Mesures dels tumors corresponents al moment de I'exéresi.
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Els tumors SC van mostrar una aparenga externa saludable, sense nafres ni zones necrosades,
com pot observar-se en la figura Al.

Figura Al. Imatge d’un ratoli atimic en el que s’ha desenvolupat un tumor neuroblastic
ectopic a partir d’'un inocul de célules SH-SY5Yhp.

L’evolucié dels pesos dels ratolins durant els estudis va ser molt similar en els tres experiments,

observant-se un lleuger augment progressiu del pes (Figura A2). L'estat de salut dels tres grups
de ratolins va ser molt similar.

Pes dels ratolins
SH-SY5Y (20 x 108 cél.lules)
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Figura A2. Control del pes dels ratolins. Grafiques on es mostra I'evolucié del pes dels
animals que formaven part dels 3 grups experimentals al llarg del temps.
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Respecte el creixement dels tumors, aquests van seguir un creixement exponencial en un

curt

periode de temps, després d'un periode de laténcia més o menys llarg (Figura A3). En la linia

SH-SY5Yhp el tumor va trigar 10 dies en ser detectable, mentre en la linia LAN-1 aquest periode

oscilla entre uns 10-20 dies.

Dels tumors inoculats amb céllules SH-SY5Yhp, l'individuo nimero 5 va presentar un

creixement exponencial molt acusat, perd als pocs dies va comencar a remetre de manera

espontania. Varem sacrificar I'animal per al seu analisi. En el lloc de la inoculacié varem trobar

una petita tumoracio que posteriorment va ser analitzada histologicament.

En tots els casos en el moment de realitzar I'exéresi es va procedir al sacrifici de I'animal.

L’analisi posterior dels ratolins no va mostrar signes de disseminacié de la malaltia en cap dels

ratolins utilitzats.
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Figura A3. Control del volum dels tumors ectopics. Grafiques on es mostra I'evoluci6 del
creixement tumoral dels animals que formaven part dels 3 grups experimentals al llarg del
temps.
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Estudi anatomopatoldgic dels tumors.

La morfologia dels tumors va ser estimada per microscopia Optica després del seu
processament i posterior tincié histologica amb hematoxilina-eosina, o amb el marcatge

immunohistoquimic amb Ki67.

Figura A4. Talls del tumors després de la tinci6 amb hematoxilina-eosina.

En les fotografies de la figura A4, podem observar diferents talls de 2 tumors ectopics diferents
formats després de la inoculacié de les céllules SH-SY5Yhp. En la figura A4A i A4C es mostren

dos tumors representatius que presenten noduls molt evidents. Si tenim en compte la
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classificacié histologica dels neuroblastomes, la preséncia d’aquests noduls ens permet
classificar-los com a ganglioneuroblastomes nodulars (Shimada et al.,, 1999a; Umehara et al.,
2000). El primer tumor esta format per dos noduls, tots dos amb una elevada densitat de
cellules neurobastiques molt poc diferenciades (Figura A4B). En el segon tumor observem un
nodul central amb un marcatge amb hematoxilina-eosina més ténue que el teixit que I'envolta.
Les céllules en el interior del nodul estan molt compactades, amb una morfologia arrodonida
gue no indica diferenciacié Figura A4D). La porcié més externa del tumor revela la preséncia de
céllules de mida més gran i una major quantitat d’estroma, perd també una major
vascularitzaci6 (Figura A4E). Els tumors acostumen a estar envoltats de teixit adipds, amb una
vascularitzaci6é que es limita a la part més externa d’aquest (Figura A5). No varem observar la

preséncia de zones necrotiques en cap dels dos tumors analitzats.

Figura AS5. Tall d’'un tumor tenyit amb hematoxilina-eosina. El teixit adipds es localitza en la
imatge en el quadrant inferior esquerra.

La tincié de dos talls consecutius d’un tercer tumor amb hematoxilina-eosina i amb el marcador
de proliferacié cellular Ki67, evidencia que la zona central, on les céllules sén menys
diferenciades, es correspon amb un marcatge més intens de ki67, indicant una major
proliferaci6 en aquesta regid del tumor (Figura A6). Resultats que suggereixen que
possiblement les céllules en una situacid hipoxica es mantenen indiferenciades i proliferatives.
També observem aquesta coloracid6 marronosa més intensa en la capa més periférica que

envolta el tumor.
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Figura AB. Talls d’'un mateix tumor neuroblastic. A|Tinci6 amb hematoxilina-eosina.
B | Immnunohistoquimica contra Ki67.

mv;{ ‘; :{
AT
Figura A7. Tall d’'un tumor que aparentment va remetre espontaniament, tenyit amb
hematoxilina-eosina.

L’analisi morfologic del tumor que va involucionar de forma espontania mostra I'aparenca d’un
tumor poc compacte, amb céllules més disperses i una major quantitat d’estroma que els
tumors que varen seguir un creixement exponencial fins a la final de I'estudi (Figura A7). No
descartem pero, la possibilitat que en aquest cas hi hagués algun problema inflamatori associat

que interferis en 'apreciaci6 de la mida del tumor.

Podem concloure que les linies de neuroblastoma huma tipus N SH-SY5Yhp i LAN-1 indueixen
tumors ectopics en ratolins atimics després d’haver estat inoculats amb 20x10% i 40x106
céllules respectivament. La seva corba de creixement avarca un periode de laténcia que varia
entre uns 10 i uns 20 dies, i uns altres 20 dies per a arribar a una mida aproximada de 1x1 cm.

La linia celular SH-SY5Yhp ha resultat ser més tumorogénica que la LAN-1, ja que la seva
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eficiencia és del 100% amb un indcul que contenia 20 x 108 céllules, la meitat de céllules

necessaries per a desenvolupar tumors amb la linia cellular LAN-1.

Aquests tumors ectopics, difereixen en quan a localitzacié i genesi dels tumors que poden
aparéixer en l'infant, els qual s’originen majoritariament a partir de la medulla adrenal. Tot i
aixi, aquests tumors poden resultar una bona eina per a I'assaig farmacoldgic de nous
compostos amb potencial quimioterapéutic. La seva localitzacié concreta i el seu abordatge i
seguiment, de manera no traumatica per a I'animal, els converteix en un model valués per a

I’estudi del tractament del neuroblastoma.

Els problemes d’absorcié i distribucié del farmac en I'administracié periférica podrien resoldre’s
amb I'administracié intratumoral del compost a estudiar. Aquest procediment s’ha assajat en el
nostre laboratori, duent-nos a establir-ne algunes limitacions: caldria trobar un disseny d’agulla
que limiti el maxim el traumatisme induit per la mera punci6, alhora que permeti penetrar sense
excessiva dificultat en I'estructura altament compacta dels tumors. En un intent per solvatar
aquest problema, varem realitzar proves preliminars amb puncions perifériques del tumor amb
el compost PG, perd aquest compost va resultar quedar atrapat en el teixit adipdés que envolta

el tumor.
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