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RESUMEN (en espafiol)

Actualmente el tratamiento de pacientes con cancer de prostata se aborda con terapias
como la cirugia, la radioterapia y los farmacos antiandrégenos, aunque su progreso
hacia un estado refractario hormonal hace que la quimioterapia sea el tratamiento mas
eficaz. A pesar de la mejora en la supervivencia de los pacientes, los procesos de
resistencia y los efectos secundarios indican que es importante identificar nuevas dianas
terapéuticas en este tipo de tumores. EI DNA es la principal diana de muchos agentes
antitumorales convencionales. En particular, los farmacos inhibidores de la reparacion
del DNA han demostrado sensibilizar, tanto en combinacion como en solitario, una gran
variedad de células tumorales, por lo que constituyen una estrategia atractiva en la
terapia del cancer. El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido investigar el efecto
de la combinacion de inhibidores de topoisomerasa Il con farmacos inhibidores de la
reparacion del DNA en la linea tumoral de prostata PC-3.

Tras un estudio previo del efecto en solitario de la mitoxantrona, la doxorrubicina, de
los farmacos antimitéticos vincristina y paclitaxel, de los inhibidores de la reparacion
del DNA NU7026 y NU7441 y del inhibidor de ATM KU55933, los tratamientos
combinados demuestran que la inhibicion de DNA-PK aumenta significativamente la
sensibilidad de las células PC-3 al tratamiento con mitoxantrona y vincristina. La
combinacion de mitoxantrona con los inhibidores de DNA-PK implica un efecto
citotoxico de tipo sinérgico, estudiado por primera vez entre estos compuestos.

Nuestros resultados demuestran que la combinacion de mitoxantrona o doxorrubicina
con los inhibidores de DNA-PK incrementa levemente la induccion de roturas de doble
cadena (DSB), especialmente en las primeras horas de tratamiento y con
concentraciones bajas de los inhibidores de TOP2, medida por la fosforilacion de la
histona H2AX y la visualizacion del DNA fragmentado por ensayos de cometa. La
ATM es la principal quinasa responsable de la fosforilacion de H2AX y la DNA-PK no
puede fosforilar H2AX en presencia de ATM inhibida por KU55933. Por otro lado,
observamos que la inhibicion de la DNA-PK conlleva un retraso en la reparacion de las
DSB inducidas por mitoxantrona y una inhibicion de la actividad reparadora del sistema
HR medido por la acumulacion de Rad51. Nuestros datos demuestran una asociacion
funcional entre la DNA-PK vy la proteina de control del ciclo celular Chk2 cuando se
produce dafio en el DNA. Aungque ATM parece ser la principal quinasa responsable de
la fosforilacion de Chk2 en T68, la DNA-PK contribuye también a este proceso.

Por ultimo, hemos estudiado la muerte celular inducida por los farmacos mediante
marcaje con Anexina V, medida de la actividad de caspasas efectoras, marcaje
mitocondrial, observaciones de microscopia en “time-lapse” asi como ensayos de
expresion génica mediante RT-PCRq. Todos estos ensayos han contribuido a demostrar
que el efecto citotdxico de la mitoxantrona, tanto en ausencia como en presencia de los
inhibidores de DNA-PK, no es debido a mecanismos apoptéticos de muerte celular,
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sugiriendo que podrian estar implicados mecanismos como la necroptosis o la catastrofe
mitdtica.

En resumen, en este trabajo se demuestra que la combinacion de sustancias inhibidoras
de los sistemas de reparacion del DNA como el NU7026 o el NU7441 con farmacos
inductores de estos dafios puede ser de utilidad terapéutica.

RESUMEN (en Inglés)

Treatment of patients with prostate cancer is currently dealt with therapies such as
surgery, radiation and anti-androgen drugs, although their progress towards a hormone
refractory state makes chemotherapy the most effective treatment. Despite the
improvement in patients’ survival, resistance processes and side effects indicate that it is
important to identify new therapeutic targets in these tumors. DNA is the primary target
of many conventional antitumor agents. In particular, DNA repair inhibitors have shown
to be able to sensitize a variety of tumor cells by themselves or in combination with
other drugs, thus becoming an attractive strategy for cancer therapy. The overall
objective of this thesis was to investigate the effect of topoisomerase Il inhibitors and
DNA repair inhibitors on PC-3, a cell line derived from a prostate tumor.

After preliminary studies on the effect of mitoxantrone, doxorubicin, the antimitotic
drugs vincristine and paclitaxel, DNA repair inhibitors NU7026 and NU7441 and ATM
inhibitor KU55933, combined treatments demonstrate that DNA-PK inhibition
significantly increases the sensitivity of PC-3 cells to mitoxantrone and vincristine.
Mitoxantrone and DNA-PK inhibitors combination involves a synergistic cytotoxic
effect, studied for the first time in these drugs.

Our results demonstrate that treatments with doxorubicin or mitoxantrone in
combination with DNA-PK inhibitors increase slightly double strand breaks (DSB)
induction, especially in the early hours of treatment and at low concentrations of TOP2
inhibitors. This was assessed by measurement of histone H2AX phosphorylation and
visualization of fragmented DNA using comet assays. ATM is the major kinase
responsible for H2AX phosphorylation while DNA-PK appears unable to phosphorylate
H2AX when ATM is inhibited by KU55933. Furthermore, DNA-PK inhibition delays
mitoxantrone-induced DSB repair and inhibits HR repair activity, as suggested by
Rad51 accumulation. Our data demonstrate a functional association between DNA-PK
and checkpoint kinase 2 (Chk2) when DNA damage occurs. Although ATM appears to
be the kinase mainly responsible for Chk2 phosphorylation at T68, DNA-PK also
contributes to this process.

Finally, we have studied drug-induced cell death by membrane labeling with Annexin
V, measurement of effector caspases activity, mitochondrial labeling, time-lapse
microscopy and gene expression analysis by RT-gPCR. Altogether these assays show
that the cytotoxic effect of mitoxantrone, in the absence or the presence of DNA-PK
inhibitors, is not due to apoptotic mechanisms, suggesting that necroptosis or mitotic
catastrophe mechanisms may be involved.

In summary then, this study demonstrates that the combination of DNA repair inhibitors
drugs such as NU7026 or NU7441 with DNA damage inducing drugs may be of
therapeutic utility.

SR DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR
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1.1. El Cancer

1.1.1. Caracteristicas generales

El cancer se define a menudo como el nombre general dado a una clase grande y
heterogénea de enfermedades, en las que las células han adquirido propiedades que les
permiten tener un crecimiento y proliferacion incontrolados, evadir la muerte celular, invadir
tejidos circundantes y, en algunos casos, metastatizar a otros lugares a través del sistema
linfatico o del torrente sanguineo. El crecimiento celular y la integridad gendmica estan
estrechamente regulados en las células normales por varios tipos de genes. Sin embargo, en las
células tumorales a menudo se pierde esta regulacion debido a las anomalias hereditarias o
adquiridas en dichos genes, como por ejemplo en los genes supresores de tumores y
oncogenes. Un porcentaje pequefio de canceres, aproximadamente el 5-10%, son hereditarios,
mientras que los canceres espontaneos se asocian a mutaciones adquiridas en genes clave a
través de una serie de factores de riesgo, incluyendo la exposicion a agentes genotdxicos y

mutagénicos.

Los canceres se clasifican a menudo tanto por la ubicacion de su origen como por el
tipo de células al que mas se asemejan. Estos incluyen el tipo méas comln de cancer, los
carcinomas, surgidos normalmente a partir de células epiteliales, como los desarrollados en el
pulmén, mama o colon. Los céanceres originados en las células mesenquimales dan lugar a
canceres en los tejidos conectivos, llamados sarcomas. Existen dos clases principales de
canceres que surgen en las células hematopoyéticas y maduran en los ganglios linfaticos y
sangre, que se conocen como linfomas y leucemias, respectivamente. Finalmente, los tumores
derivados de las células inmaduras o tejidos embrionarios son llamados blastomas, y los que se

presentan en los testiculos u ovarios, tumores de células germinales.

En 2007 el cancer fue la causa de méas de 7,9 millones de muertes en el mundo, el 13%
del total de casos de muerte (Jemal et al, 2011). Aunque las tasas de cancer estan aumentando,
es una enfermedad predominante en la vejez, y es probable que el aumento de esta incidencia
sea debida a un mayor envejecimiento de la poblacién, especialmente en los paises
desarrollados. Afortunadamente, sin embargo, las estadisticas de la organizacion Cancer
Research UK muestran, entre otras, que las tasas de supervivencia del cancer se han duplicado
en los ultimos 40 afios, que 7 de cada 10 nifios con cancer son ahora tratados con éxito, que las
tasas de mortalidad por cancer de mama se han reducido en casi una quinta parte en los tltimos

10 afios y que mas del 95% de los hombres con céncer testicular son tratados con éxito
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(www.cancerresearchuk.org). Esto se debe a los nuevos avances en tratamientos y técnicas
quirdrgicas, a menudo utilizados en combinacion con las terapias existentes: quimioterapia,
radioterapia y reseccion quirdrgica.

En el afio 2000 fue publicada una revisién de Hanahan y Weinberg, en la que se
definieron los seis “distintivos del cancer”. Segun estos datos, una célula tumoral tenia seis
caracteristicas clave adquiridas o hereditarias que conducen al desarrollo o extensién del
cancer. Estas fueron: el mantenimiento de la sefial proliferativa, la evasion de supresores del
crecimiento, la activacion de la invasion y de la metastasis, la inmortalidad replicativa, la
induccién de angiogénesis y la resistencia a la muerte celular (Hanahan & Weinberg, 2000).
Estas sefias de identidad todavia proporcionan una base solida para comprender el crecimiento
tumoral y la metastasis, aunque también muestran que puede haber una gran diversidad en cada
tipo de cancer y en cada tumor individual. Sin embargo, desde esta revision se han generado
una gran cantidad de datos nuevos, y estas caracteristicas se han actualizado para incluir
nuevas capacidades compartidas por las células tumorales. La Figura 1.1 muestra las diez
caracteristicas actuales de las células tumorales que, junto con las seis originales, incluyen: la
evitacion de la destruccion por el sistema inmune, la promocién de la inflamacién tumoral, la
inestabilidad y mutaciones gendémicas y la desregulacion de los procesos energéticos celulares
(Hanahan & Weinberg, 2011).

La Figura 1.1 también ilustra nuevas terapias, actualmente en desarrollo o en ensayos
clinicos, dirigidas a cada uno de los diez distintivos del cAncer como medio para abordar el
tumor atacando directamente a estas caracteristicas clave. Existe la esperanza de que,
orientando las terapias a estos distintivos, que son Unicos para las células cancerosas, haya
menos efectos secundarios para los pacientes, porque los tejidos normales no comparten estas
caracteristicas cancerosas y por tanto no deberian verse afectadas por estos nuevos

tratamientos.
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Figura 1.1. Caracteristicas distintivas de las células tumorales. Esta figura muestra las 10 caracteristicas
“distintivas del cancer” asignadas por Hanahan y Weinberg (Hanahan & Weinberg, 2011). También muestra
algunos de los nuevos farmacos disefiados especificamente contra estas caracteristicas. Algunos de estos
compuestos han sido autorizados para su uso y otros continlan siendo ensayados clinicamente. Estos
farmacos son sdlo una representacion, existiendo muchos otros actualmente en desarrollo. Figura tomada de
Hanahan and Weinberg (2011).

1.1.2. Terapias del cancer

Como hemos mencionado anteriormente, las tres herramientas principales para el
tratamiento del cancer son la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia. En el caso de muchos
tumores sdlidos, como el de mama o los carcinomas de pulmon, la cirugia suele ser la primera
modalidad utilizada. Esto depende de la accesibilidad del tumor y tiene como objetivo
seccionar tanto de la masa tumoral como sea posible. Sin embargo, a menudo significa
eliminar también parte del tejido normal, e incluso los ganglios linfaticos en algunos casos, con
el fin de disminuir el riesgo de recaida. En muchos casos no es posible eliminar
quirdrgicamente todo el tejido canceroso y, por tanto, se utiliza la radioterapia como terapia
adyuvante, con el objetivo de suprimir la tasa de division celular en las células tumorales que

quedan tras la reseccion quirdrgica. En el caso de tumores muy avanzados, la cirugia se puede
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utilizar como un medio de cuidados paliativos, ya que puede reducir significativamente la

carga tumoral del paciente.

La radioterapia es una técnica utilizada en el tratamiento del cancer tanto como medio
principal de control local para reducir la carga tumoral antes de la cirugia como de
complemento/adyuvante de la misma (comentado anteriormente). La radioterapia, al igual que
muchos agentes quimioterapéuticos, dafia directamente el DNA de las células tumorales. En
este caso, el dafio en el DNA es generado por radiacion ionizante (IR), es decir, particulas
subatomicas u ondas de alta energia (como rayos X, gamma o rayos de electrones o protones)
utilizados para eliminar o dafar células cancerosas. Se puede aplicar externamente
(radioterapia), internamente a través de capsulas (braquiterapia) o internamente por via
oral/intravenosa (sistémica), y los diversos enfoques se pueden combinar. La radioterapia es
uno de los principales tratamientos para una amplia gama de tumores solidos, como el de
mama, pulmon, préstata y tumores cerebrales, y es una de las piedras angulares del tratamiento
del cancer en la actualidad. Segun la organizacion Cancer Reseach UK, el 40% de las personas
con cancer curadas reciben radioterapia como parte de su tratamiento, lo que realmente pone

de manifiesto la importancia de este tipo de tratamiento.

La cirugia y la radioterapia sélo son eficaces en tumores confinados localmente y, por
tanto, no son adecuados en todos los casos, como en leucemias y linfomas. En éstos, y muchos
otros casos, se administra quimioterapia. Cabe sefialar que la mayoria de los pacientes reciben
quimioterapia sistémica en algun momento durante su enfermedad, y que este tipo de
tratamiento se puede dar como adyuvante de la cirugia o la radioterapia. Existen muchas clases
de farmacos quimioterapéuticos, y por tanto no es posible revisar todos ellos aqui en detalle.
Pero, brevemente, de entre las terapias que dafian el DNA destacan los agentes inhibidores de
topoisomerasas | y I, como la camptotecina en el primer caso y la mitoxantrona o
doxorrubicina en el segundo. Asimismo, destacan los farmacos que interfieren con los
microtUbulos, como la vincristina y el paclitaxel. Los farmacos quimioterapéuticos son agentes
muy eficaces, pero también pueden ser tdxicos para las células normales, particularmente para
las células que por su naturaleza proliferan rapidamente, como las del tracto gastrointestinal,
médula Osea, testiculos u ovarios. Por lo tanto, esto puede conducir a la aparicién de efectos
secundarios graves, como la pérdida de fertilidad o la mielosupresion. Como consecuencia, en
los estudios de farmacos antitumorales se hacen balances de tanto sus efectos toxicos como de

sus efectos terapéuticos.
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Actualmente se estan desarrollando nuevos agentes terapéuticos que podrian utilizarse
en combinacién con los farmacos existentes. Estos agentes incluyen compuestos dirigidos a
determinadas proteinas, como los que inhiben proteinas clave del sistema de reparacion del
DNA (inhibidores de DNA-PK, seccion 1.3.4.). Estos agentes podrian aumentar la eficacia
terapéutica de la radio y quimioterapias convencionales, reduciendo los efectos secundarios
asociados con estos agentes. Otras formas de tratamiento incluyen la terapia hormonal, la
terapia génica, la inmunoterapia, los trasplantes de médula 6sea y los trasplantes de células
madre de sangre periférica en combinacion con dosis altas de quimioterapia. Los desarrollos
mas recientes en el tratamiento del cancer incluyen terapias con anticuerpos monoclonales o
terapias con inhibidores de la angiogénesis. En el primer caso, se crea un anticuerpo especial
que se adhiera a un antigeno diana especifico de las células cancerosas, como por ejemplo el
Rituximab, dirigido al antigeno CD20 de la superficie de las células B y utilizado para tratar
leucemia linfoide crénica (Jaglowski & Byrd, 2010). Esta tecnologia permite dirigir el
tratamiento hacia células especificas, causando una menor toxicidad para las células sanas. En
el segundo caso, la antiangiogénesis interrumpe la formacidn de nuevos vasos sanguineos para
evitar el crecimiento y la expansion del tumor. Existen actualmente inhibidores de la
angiogénesis que estdn siendo probados en ensayos clinicos para una gran variedad de

canceres, como el interferon alfa y la talidomida (Figg et al, 2001; Indraccolo, 2010).

1.1.3. El cancer de prostata

A partir de estudios realizados en 2008 sobre estimaciones globales de la prevalencia
del céncer en el mundo (Bray et al, 2013) y a partir de estudios posteriores realizados por el
Cancer Research UK, se detectaron en 2012 1.111.689 casos de cancer de prdstata en el
mundo, siendo el cuarto tipo de cancer mas comun (los tres mas comunes fueron el cancer de

pulmén, mama e intestino).

La prostata es una pequefia glandula del aparato genitourinario masculino ubicada
debajo de la vejiga y delante del recto (Figura 1.2), cuya funcion es secretar diversas sustancias
y enzimas que constituyen parte del fluido seminal. Aproximadamente el 60% restante de las
sustancias que componen este fluido es sintetizado por las vesiculas o glandulas seminales,
situadas encima de la prostata. La prostata es un 6rgano hormono-dependiente, por lo que para
su desarrollo precisa de una correcta y completa estimulacion hormonal. Méas del 95% de los
canceres de préstata primarios son adenocarcinomas, en los que las células tumorales derivan
de células del epitelio secretor. Los adenocarcinomas de prostata son, con frecuencia,

multifocales y heterogéneos en sus modelos de diferenciacion.
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Figura 1.2. Caracteristicas anatomicas del aparato genitourinario masculino.

De entre los métodos utilizados para establecer el grado de agresividad tumoral en
cancer de prostata se encuentran: 1) la puntuacion de Gleason; 2) el nivel de PSA; 3) el estadio
del cancer (tamafio y diseminacion del tumor). La puntuacion o escala de Gleason se basa en
las caracteristicas histopatologicas del tumor para proporcionar dos puntuaciones, cuya suma
determinara la agresividad del mismo. En esta escala se asignan grados que van desde 2 a 10,
donde 2 representa una préstata normal y 10 indica un aspecto muy agresivo (Chan et al,
2000). El antigeno prostatico especifico o PSA (del inglés prostate specific antigen) s una
proteina secretada por la préstata utilizada con frecuencia como marcador tumoral (Pisansky et
al, 1993). Una vez que el diagnostico del cancer se confirma por medio de una biopsia, los
niveles de PSA se utilizan para clasificar los tumores como de riesgo de recaida bajo (nivel
PSA <10), intermedio (PSA entre 10-20) o alto (PSA>20). En tercer lugar, el estadio de un
cancer se clasifica en funcion de su tamafio y diseminacion utilizando el sistema TNF, que
evalla por separado el tumor (T), los ganglios linfaticos (N) y la metastasis (M). La puntuacién
T (de 1 a 4) depende de si el cancer es pequefio y s6lo se detecta mediante pruebas de PSA (1)
0 si esta invadiendo otros o6rganos (4); la puntuacién N (0 6 1) depende de si el cancer se ha
diseminado hasta los ganglios linfaticos; por dltimo la puntuacion M (0 6 1) depende de si el

cancer se ha diseminado hacia otras partes del cuerpo.

Una vez diagnosticado, las opciones de tratamiento para el cancer de préstata incluyen
la cirugia (prostatectomias), la radioterapia, tanto externa como interna (braquiterapia), la

terapia hormonal (uno de los tratamientos mas efectivos, dado el caracter hormonodependiente
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de esta glandula) y la quimioterapia, aplicada en tumores agresivos y andrdgeno-
independientes (Instituto Nacional del Céancer: www.cancer.gov; Fundacion del cancer de

prostata: www .pcf.org).

1.2. DNA topoisomerasas

La naturaleza de doble cadena del DNA crea un conjunto especial de problemas en
procesos como la transcripcion y la replicacion, que requieren del desenrollamiento de las
cadenas de DNA. El desenrollamiento producido crea un problema topoldgico porque debe ser
compensado por una sobretension en otra parte de la molécula de DNA. Las DNA
topoisomerasas son enzimas que resuelven estas dificultades introduciendo roturas transitorias
en el DNA. Estas roturas transitorias permiten cambios en la topologia del mismo, que

eliminan las sobretensiones producidas (Nitiss, 2009).

Existen dos clases de topoisomerasas: las enzimas de tipo | (TOP1), que introducen
roturas de cadena sencilla en el DNA o SSB (del inglés single strand breaks), y las
topoisomerasas de tipo Il (TOP2), que introducen roturas de doble cadena o DSB (del inglés
double strand breaks) (Champoux, 2001; Wang, 1998). Como una Unica DSB del DNA sin
reparar tiene consecuencias potencialmente letales, las topoisomerasas de tipo Il podrian
considerarse como una herramienta particularmente peligrosa a la hora de lidiar con los
problemas topolégicos de DNA (Nitiss, 2009).

1.2.1. DNA topoisomerasa Il (TOP2)

Las enzimas TOP2 se han convertido en una de las dianas mas eficaces de diversos
farmacos antitumorales actuales, ya que intervienen en procesos tan importantes como la
separacién de los cromosomas replicados (Luo et al, 2009), la transcripcion (McNamara et al,
2008) o la resolucion de problemas topoldgicos del DNA mediante la formacion transitoria de
DSB (McClendon & Osheroff, 2007). Algunos de estos farmacos antitumorales dirigidos a la
TOP2 y actualmente utilizados en quimioterapia son la doxorrubicina, la mitoxantrona o el
etopdsido (Nitiss, 2009).

Las células de mamiferos expresan dos isozimas de TOP2: la TOP2a (170 kDa) y la
TOP2B (180 kDa). Aunque estas dos isoformas contienen aproximadamente un 70% de
similitud en su secuencia aminoacidica, sus propiedades bioguimicas y farmacolégicas son
bastante diferentes (McClendon & Osheroff, 2007). Cada una de estas isoformas se expresa en
una fase diferente del ciclo celular, realizando funciones diferentes. La TOP2a es esencial para

todas las células, destacando su importancia en la resolucion de problemas topoldgicos del
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DNA (Grue et al, 1998) y en la separacion de los cromosomas replicados (Luo et al, 2009). Por
otro lado la TOP2p se requiere para un desarrollo normal, pero es prescindible en algunos tipos
celulares. Se cree que esta isoforma podria regular la transcripcion de los genes de respuesta al
dafio en el DNA (Ju et al, 2006).

Las reacciones catalizadas por las enzimas TOP2 eucari6ticas incluyen la separacion de
las cadenas dobles de DNA vy la relajacion del DNA superenrollado. Para ello, estas reacciones
requieren de la introduccion de una rotura de doble cadena, un transito de cadena y del
resellado de la rotura (Figura 1.3). Para llevar a cabo este proceso, la TOP2 interactiia con dos
cadenas de DNA. La enzima introduce una DSB en una de las cadenas, denominada segmento
G, y pasa la segunda cadena denominada segmento T a través de la ruptura. En presencia de
Mg?* la enzima es capaz de escindir el DNA, formando un enlace fosfotirosina entre cada
hebra simple y otro con cada subunidad del enzima. La unién de ATP permite que la enzima
funcione a modo de pinza, permitiendo la captura en primer lugar del segmento G y a
continuacion del segmento T. Tras el paso del segmento T a través de la ruptura hecha en la
cadena G, el segmento T sale del enzima a través del extremo carboxi terminal (parte inferior
de la enzima). El paso del segmento T y la liberacion del segmento G van acompafados de
hidrdlisis de ATP.

10
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Figura 1.3. Mecanismo de accion de la topoisomerasa tipo II. Las reacciones catalizadas por la
topoisomerasa |l eucariética (TOP2) incluyen el desenrollamiento de cadenas dobles de DNA vy la relajacién
del DNA superenrollado. Estas reacciones requieren de la introduccion de una rotura de doble cadena, un
transito de cadena y del resellado de la rotura. La TOP2 interactla con dos cadenas de DNA para llevar a
cabo el proceso. La enzima introduce una DSB en una de las cadenas, denominada segmento G (G segment),
y pasa la segunda cadena denominada segmento T (7 segment) a través de la ruptura. El proceso se lleva a
cabo en presencia de Mg?* y es dependiente de ATP. Figura tomada de Nitiss (2009).

1.2.2. Farmacos inhibidores de TOP2

La TOP2 ha ocupado el interés de los investigadores en la terapia del cancer al ser la
diana de algunos de los farmacos antitumorales actuales mas activos, como el etopdsido o la
doxorrubicina (Liu, 1989; Nitiss, 2009). Varios estudios han demostrado que estos farmacos
generan dafio en el DNA debido a su interaccion con esta enzima. A pesar del mejor
conocimiento del mecanismo de accion de estos compuestos y de las elevadas tasas de
supervivencia en pacientes, el tratamiento con farmacos inhibidores de TOP2 conlleva efectos
secundarios. Por ello, actualmente se esta trabajando para maximizar su eficacia terapéutica y

minimizar el riego de estos efectos secundarios u otras toxicidades (Nitiss, 2009). Los

11
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farmacos inhibidores de TOP2 se clasifican en dos grandes clases: inhibidores no cataliticos e

inhibidores cataliticos.

1.2.2.1. Inhibidores no cataliticos

Los inhibidores no cataliticos de TOP2 aumentan los niveles de los complejos
covalentes formados entre la enzima y el DNA (complejos TOP2-DNA) (Nitiss, 2009). Estos
agentes generan lesiones que incluyen roturas en la cadena de DNA y uniones covalentes de
proteinas al mismo. Se ha demostrado que muchos inhibidores no cataliticos de TOP2 tienen
actividad antitumoral. Aunque no se conocen todavia sus mecanismos precisos de accion, estos
compuestos perturban la geometria requerida para el proceso de ligacion tras el paso de cadena
llevado a cabo por la TOP2. La generacion de altos niveles de complejos TOP2-DNA genera
profundos efectos en la fisiologia celular. Los procesos de transcripcion y replicacion son
detenidos automéaticamente y las células, posteriormente, acaban entrando en apoptosis (Nitiss,
2009). La resistencia a estos farmacos en células de mamiferos esta frecuentemente asociada a
una reduccion de la expresion de las isoformas de TOP2 (Walker & Nitiss, 2002). Los
inhibidores no cataliticos de TOP2 se clasifican, a su vez, en compuestos intercalantes o no
intercalantes (Nitiss, 2009).

Los agentes intercalantes constituyen un grupo quimicamente muy diverso, en el que se

incluyen, entre otros compuestos, la mitoxantrona, la doxorrubicina, varios tipos de
antraciclinas y el mAMSA. Algunos de estos agentes, especialmente las antraciclinas, tienen
una serie de efectos sobre las células, muchos de los cuales son independientes de su accién

contra la TOP2, como la generacion de radicales libres (Nitiss, 2009).

En este trabajo se han utilizado los compuestos mitoxantrona y doxorrubicina. La
mitoxantrona es un antineoplasico citotdxico sintético derivado de antracenedionas, utilizado
actualmente segun la FDA (del inglés Food and Drug Administration) para el tratamiento de
esclerosis maltiple, cancer de prostata hormono-refractario avanzado y leucemia no linfocitica
aguda. En la literatura varias publicaciones avalan la eficacia terapéutica de este compuesto en
el cancer de prostata (Kantoff et al, 1999; Tannock et al, 1996), mama, leucemias y linfomas
(Alberts et al, 1985; Elliott et al, 2011; Faulds et al, 1991; Hande, 1998), asi como en
carcinoma hepatico, de ovario (Faulds et al, 1991) y esclerosis multiple (Scott & Figgitt,
2004). Este compuesto se intercala en el DNA a través de enlaces de hidrdgeno, provocando
entrecruzamientos y roturas de cadena mediante la formacion de complejos estables DNA-
TOP2 y la generacion de radicales libres. Provoca la agregacion y compactacion del DNA, y

aunque carece de especificidad de fase, provoca retrasos en la progresion del ciclo celular
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particularmente en fase S tardia (Faulds et al, 1991). La resistencia de las células tumorales a la
mitoxantrona puede deberse a varios factores, como el aumento de la expresion de P-
glicoproteina, alteraciones en los niveles o en la actividad de TOP2, al aumento en los
mecanismos de reparacion del DNA o una combinacion de éstos y otros mecanismos (Nitiss,
2009). Estudios preclinicos han demostrado que la mitoxantrona puede inducir efectos
adversos en el corazon, tracto gastrointestinal y en la formacion de la sangre (Faulds et al,
1991).

Por otra parte, la doxorrubicina es una antraciclina aprobada por la FDA y utilizada
como farmaco de primer uso en el tratamiento de pacientes con leucemias, linfomas, cancer de
mama Yy sarcomas (Ciszewski et al, 2014; Hande, 1998), asi como en céncer de prostata
(Shaheen et al, 2011), pulmon, estbmago, ovario, tiroides y mielomas (Arcamone et al, 1969;
Cortes-Funes & Coronado, 2007; Weiss, 1992). La doxorrubicina se intercala en el DNA,
formando complejos estables TOP2-DNA y generando lesiones en el mismo, seguido de una
detencion del ciclo celular en las fases G1 y G2 (Heger et al, 2013) y una induccion de la
apoptosis (Perego et al, 2001). Este compuesto también se caracteriza por producir radicales
libres, causar dafio en la membrana e inducir entrecruzamientos DNA-proteina (Nitiss, 2009).
Estas propiedades pro-oxidantes tienen el potencial de inducir muerte celular a través de un
dafio oxidativo en la mitocondria (Sardao et al, 2009). El uso de antraciclinas esta limitado por
su cardiotoxicidad (Nitiss, 2009).

El segundo grupo de inhibidores no cataliticos de TOP2 los constituyen los agentes no
intercalantes. Estos compuestos no interactan fuertemente con el DNA, por lo que se ha
sugerido que las interacciones proteina-farmaco tienen un papel clave en la capacidad de estos
inhibidores de estabilizar los complejos covalentes de TOP2 formados (Nitiss, 2009). Estos

agentes incluyen farmacos como el etopésido, el teniposido o las fluoroquinonas.

1.2.2.2. Inhibidores cataliticos

Los inhibidores cataliticos de TOP2 inhiben la actividad catalitica de esta enzima sin
incrementar los niveles de los complejos covalentes TOP2-DNA. Los agentes pertenecientes a
este grupo parecen matar las células a traves de la eliminacion de la actividad esencial
enzimatica de la TOP2 (Nitiss, 2009). Los inhibidores cataliticos mas conocidos son las
bisdioxopiperazinas, como ICRF-187, que inhiben la actividad ATPasa de la TOP2 y la
bloquean. Ademas, se incluyen en este grupo la novobiocina, la merbarona y la aclarubicina.

Experimentos in vitro muestran que los inhibidores cataliticos de TOP2 antagonizan la
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toxicidad de los inhibidores no cataliticos (Jensen & Sehested, 1997), indicando que estos

agentes acttan por mecanismos diferentes.

El dafio mediado por la TOP2 en el DNA incluye roturas y proteinas que se unen
covalentemente al mismo. Este dafio es reparado por multiples vias, entre las que se incluyen
vias de reparacion de DSB y otros mecanismos especificos para la eliminacion de aductos
proteina-DNA. Tras el reconocimiento de los complejos covalentes TOP2-DNA, la reparacion
es iniciada por proteolisis o por procesamiento nucleolitico (Nitiss, 2009), cuyo producto serd
una molécula de DNA con una DSB o SSB. En el caso de ser una DSB, la reparacion sera
llevada a cabo principalmente por el sistema de recombinacion de extremos no homdlogos
NHEJ (del inglés non-homologous end joining) o por el sistema de recombinacién homéloga
HR (del inglés homologous recombination), siendo las células capaces o no, en ultimo término,

de reparar el dafio producido.

1.3. Dano en el DNA y mecanismos de reparacion

La reparacién exacta y eficaz del dafio en el DNA es esencial para la funcién celular
normal y para el mantenimiento de la estabilidad gendémica (Hoeijmakers, 2001). En los seres
humanos defectos en la reparacion del DNA adquiridos o heredados pueden dar lugar a un
aumento del riesgo de cancer (Hoeijmakers, 2009). La integridad del DNA se enfrenta a una
amenaza continua de una gran variedad de agentes. Estos se clasifican principalmente como
agentes ambientales o agentes enddgenos (Curtin, 2012). En el primer grupo se encuentran
factores de tipo exdgeno, como la luz ultravioleta (UV), la radiacion ionizante y numerosos
compuestos quimicos genotdxicos, como el humo del cigarrillo y los agentes
quimioterapéuticos. En segundo segundo grupo se encuentran agentes enddgenos que se
producen como subproductos del metabolismo celular normal, como por ejemplo las especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, los estrdgenos, los metabolitos del colesterol o las especies
reactivas de carbonilo (De Bont & van Larebeke, 2004). Asimismo se encuentran en este grupo
factores relacionados con errores en la replicacion, como el bloqueo de las topoisomerasas | y
I1, o relacionados con fallos en los sistemas de reparacion, como las roturas de cadena sencilla
del DNA no reparadas. Finalmente las reacciones espontaneas dentro del micro entorno del
DNA, como la hidrolisis, también pueden resultar en dafios a las bases, como las

desaminaciones (Lindahl, 1993). Como consecuencia de estos factores ambientales vy
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endogenos se producen multiples lesiones en el DNA. En la Figura 1.4 se representan varios de

estos agentes asi como las lesiones producidas.

Los mecanismos de reparacion del DNA implicados en la reparacion de estas lesiones
son (Curtin, 2012): la reparacion directa, los mecanismos de reparacion por escision de bases
(BER, del inglés base excision repair) y por escision de nucledtidos (NER, del inglés
nucleotide excision repair), la reparacion de nucledtidos mal pareados (MMR, del inglés
mismatch repair), 10s mecanismos de reparacion de dobles roturas como la recombinacion de
extremos no homologos (NHEJ) y la recombinacion homdloga (HR) y, por ultimo, la
reparacion de entrecruzamientos (ICL, del inglés DNA interstrand crosslinks). Cada via,
mostrada en la Figura 1.4, se ha desarrollado para hacer frente a un tipo especifico de dafio en
el DNA, aunque existe cierta superposicion en sus funciones (Curtin, 2012; Hoeijmakers,
2001).
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Figura 1.4. Fuentes de dafio en el DNA y su reparacion. Las fuentes endogenas y ambientales de dafio en
el DNA se muestran en los cuadros de color verde y las lesiones producidas por estos agentes en los cuadros
de color beige (en algunos casos esta indicado el nimero aproximado de cada tipo de lesién que se produce
de forma natural en una célula cada dia). Los agentes terapéuticos que causan las correspondientes lesiones
del DNA se muestran en los recuadros de color naranja. Las vias de reparacion del DNA (recuadros azules)
reparan el dafio inducido por los agentes enddgenos y ambientales y, por lo tanto, protegen el genoma,
aunque al mismo tiempo antagonizan la eficacia de los agentes terapéuticos. BER: reparacion por escision de
bases; HRR: reparacion de recombinacion homdloga; ICL: reparacidn de entrecruzamientos; IR: radiacién
ionizante; MMC: mitomicina C; NER: reparacion por escision de nucle6tidos; NHEJ: recombinacion de
extremos no homélogos; ROS: especies reactivas de oxigeno; SAM: S-adenosil metionina; SSB: roturas de
cadena sencilla; SSBR: reparacion de SSB; TMZ: temozolomida; TOPO: topoisomerasa; UV: luz
ultravioleta. Figura tomada de Curtin (2012).
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Los efectos acentuados del dafio en el DNA llevan a una detencion transitoria de la
progresion del ciclo celular en las fases Gi, S, G2 6 M, asi como del metabolismo del DNA,
junto con la inhibicion de los procesos de transcripcion, replicacion o segregacion
cromosOmica que puede derivar en apoptosis (Hoeijmakers, 2001). Las consecuencias a largo
plazo de estas lesiones incluyen cambios permanentes en la secuencia de DNA (con
mutaciones puntuales de genes individuales o aberraciones cromosdmicas que pueden implicar
maltiples genes) y sus efectos bioldgicos, como céncer, envejecimiento o enfermedades

congeénitas (Hoeijmakers, 2001).

1.3.1. Respuesta a las dobles roturas del DNA (DSB)

Las dobles roturas del DNA o DSB son consideradas como las lesiones mas letales del
DNA y si no se reparan pueden resultar en inestabilidad gendmica, carcinogénesis y, en ultima
instancia, muerte celular (Hoeijmakers, 2001). Estas lesiones se producen como resultado de
un dafo directo en ambas hebras de DNA por agentes exdgenos, como la radiacion ionizante o
la quimioterapia (por ejemplo, los inhibidores de topoisomerasas) (Helleday et al, 2008), o
como parte de la fisiologia normal en procesos como la recombinacion genética durante la
meiosis (Neale & Keeney, 2006) o el desarrollo de inmunoglobulinas durante la recombinacion
V(D)J (del inglés variable, diversity and joining) (Leavy, 2010). También se producen debido
a especies reactivas de oxigeno y un numero significativo de DSB surgen durante la
replicacion del DNA, como consecuencia de TOP2 bloqueadas o de SSB sin reparar (Bryant et
al, 2009).

Las dos proteinas principales implicadas en la deteccion de DSB son ATM (del inglés
ataxia telangiectasia-mutated kinase) Yy ATR (del inglés ataxia telangiectasia and Rad3-
related kinase), ambas miembros de la familia fosfatidilinositol 3-quinasa 6 PIKK (del inglés
PI3 kinase-like kinase) (Bakkenist & Kastan, 2004). Aunque el mecanismo de activacién de
ATM tras la induccién de DSB continta siendo indeterminado, se ha demostrado que el
complejo MRN (del inglés Mre-11-Rad50-NBS1) es requerido para la Optima activacion de
ATM en las DSB (Bhatti et al, 2011; Lee & Paull, 2005). Por el contrario, ATR se activa y
recluta en los sitios de DSB por la unién con la proteina de replicacion A (RPA, del inglés
single-stranded DNA-binding protein replication protein A) (Falck et al, 2005), aunque
trabajos posteriores sugieren un nuevo mecanismo de activacion de ATR independiente de su
localizacion en las DSB (Kumagai et al, 2006). Originalmente se pensé que ATM y ATR
actuaban de manera independiente en su respuesta al dafio en el DNA. Sin embargo, evidencias

recientes sugieren que ATM y ATR trabajan juntas, siendo requeridas en la fosforilacion de la
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proteina de control del ciclo celular Chk1 inducida por radiacion ionizante y regulando ATM
la actividad de ATR en respuesta a las DSB (Jazayeri et al, 2006).

Tras su activacion, ATM y ATR fosforilan una multitud de proteinas, induciendo la
detencion del ciclo celular y desencadenando la activacion de multiples genes implicados en
los sistemas de reparacion NHEJ y HR (Andreassen et al, 2006; Zhou & Bartek, 2004) (Figura
1.5). Los sustratos de la fosforilacion de ATM incluyen: BRCAL, p53, las proteinas de control
del ciclo celular Chkl y Chk2, FANCD2, SMC1, la helicasa de DNA BLM1, la histona
H2AX, proteinas MCM asociadas a horquillas de replicacion y el complejo MRN (Lord et al,
2006). ATR, por otra parte, es conocida por fosforilar a Chkl, BRCAl y BLM (Lord et al,
2006). Todas estas proteinas actGan como transductores, afectando a procesos como la
apoptosis, la reparacion del DNA, la detencion del ciclo celular o la replicacion.

El papel tanto de ATM como de ATR en la detencion de la progresion del ciclo celular
antes de la reparacion de DSB es esencial para evitar el paso de mutaciones genéticas
perjudiciales a través de las células hijas en la mitosis. Esta detencién del ciclo se ve facilitada
por la activacion de Chkl y Chk2 (Sancar et al, 2004; Zachos et al, 2003; Zhou & Bartek,
2004), lo que resulta en la parada del ciclo en los puntos de control de las fases Go/M y S. Si el
dafio en el DNA se considera demasiado severo para una reparacion efectiva, entonces puede
tener lugar la muerte celular por apoptosis. Este proceso es desencadenado por Chk2 a través
de la fosforilacion de p53, E2F1 y PML (Pommier et al, 2005; Zhou & Bartek, 2004) (Figura
1.5).
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Figura 1.5. Red de transduccion de sefiales en la respuesta al dafio en el DNA. Representacién de las dos
vias paralelas que responden a los diferentes tipos de dafio en el DNA. La via de ATM responde a la
presencia de roturas de doble cadena (DSB) y actlia en todas las fases del ciclo celular. Esta via también
puede activar muchos de los componentes de la via de ATR, que responde a las DSB pero més lentamente.
Ademaés, la via de ATR puede responder a agentes que interfieren con la funcidn de las horquillas de
replicacion del DNA. Los agentes alquilantes del DNA pueden activar ambas vias. La proteina RPA es
necesaria para el reclutamiento de ATR, y la proteina ATRIP para su reclutamiento en los sitios de DSB y
para mediar la activacion de CHK1 por ATR. Por otra parte, el complejo MRN se une a ATM y al DNA. Las
quinasas ATM, ATR, CHK1 y CHK2 forman el ndcleo de la red de respuesta al dafio en el DNA, cuyas
sefiales activan varios efectores. Estos efectores incluyen proteinas implicadas en la reparacion del DNA, la
regulacion de la transcripcién, la replicacion, el control del ciclo celular y la apoptosis, como BRCAL,
FANCD2, NBS1, H2AX, BLM1, 53BP1, CDC25 y p53. CHK1 es importante en el punto de control y
replicacion de la respuesta a las lesiones del DNA, mientras que CHK2 es importante en la apoptosis
inducida por el dafio. Figura tomada de Zhou and Bartek (2004).

Los dos mecanismos principales de reparacion de DSB en humanos son HR y NHEJ.
Estas dos vias operan independientemente, pero comparten algunas proteinas comunes. La ruta
utilizada para reparar el dafio en el DNA depende principalmente del origen de la DSB y de la
fase del ciclo celular en la que ésta se produce (Takata et al, 1998). HR es una via libre de

errores que depende de la proximidad de la croméatida hermana, de modo que sélo se lleva a
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cabo a finales de la fase S y en la fase G2 del ciclo celular (O'Driscoll & Jeggo, 2006). NHEJ,
como su nombre indica, une dos extremos de DNA roto y por tanto no requiere la sintesis de
una hebra molde complementaria, por lo que puede ocurrir en cualquier etapa del ciclo celular.

Sin embargo, su principal actuacion se produce antes de la replicacién en Go y G1 (Chu, 1997).

1.3.2. Reparacion de DSB: recombinacion homéloga (HR)

La recombinacion homdloga desempefia un papel importante en la reparacion de DSB
que surgen como resultado de horquillas de replicacion detenidas ante SSB no reparadas
(Helleday et al, 2007). En este proceso y una vez activada, ATM fosforila una serie de
proteinas, entre las que se incluyen: BRCAL, la histona H2AX, Chkl, Chk2 y el complejo
MRN (Mre-11-Rad50-NBS1) (Figura 1.6, panel izquierdo). Tras esta fosforilacion, el
complejo MRN corta, a través de su actividad exonucleasa 5°-3°, la secuencia dafiada de DNA,
dejando expuestos los extremos cohesivos 3’ del DNA en cada lado de la DSB. A continuacién
Rad51, uno de los principales componentes de HR, localiza el sitio de dafio a través de
BRCAZ2, al que se une (Yang et al, 2002), y facilita, mediante la ayuda de la proteina RPA (del
inglés replication protein A), el ensamblaje de un filamento de nucleoproteina helicoidal
conocido como filamento pre-sinaptico (mostrado en la Figura 1.6 Il). Se cree que en este
proceso tambien estan involucradas las proteinas XRCC2, XRCC3 y Rad51B, C y D. Rad51,
con la ayuda de Rad54, identifica una secuencia homdéloga de DNA intacto y facilita su
invasion en el sitio de la rotura. Esta secuencia actia como molde para sintetizar una nueva
secuencia idéntica de DNA. Finalmente los extremos intercambiados, conocidos como uniones

de Holliday, se unen por resolvasas (Constantinou et al, 2001).

1.3.3. Reparacion de DSB: recombinacion no homoéloga (NHEJ)

La recombinacion de extremos no homdélogos o NHEJ es el principal mecanismo en
células de mamifero mediante el cual se reparan las DSB (Chu, 1997). Es una via propensa a
errores que puede dar lugar a la delecién o insercion de pares de bases. Los componentes
principales del sistema NHEJ (que se muestran en el panel derecho de la Figura 1.6) son DNA-
PK (del inglés DNA-dependent protein kinase), DNA ligasa 4, XRCC4 (del inglés X-ray cross
complementation group 4) y la nucleasa Artemis (Collis et al, 2005). La DNA-PK, el
componente principal de este sistema, es una serin/treonin proteina quinasa nuclear que
consiste en una subunidad catalitica (cs) (DNA-PKcs) y una subunidad reguladora de union al
DNA (Ku). Tras una DSB, el heterodimero de Ku (Ku70+Ku80) se une a ambos extremos

libres del DNA de la DSB, manteniéndolos localizados (Bernstein et al, 2002). A continuacion
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el heterodimero Ku recluta a la DNA-PKcs para formar el complejo Ku+DNA-PKcs, que
estimula la actividad de la DNA-PKGcs a través de su fosforilacion (Chan & Lees-Miller, 1996;
Gottlieb & Jackson, 1993). Esta se convierte ahora en la proteina quinasa activa DNA-PK. Esta
proteina une los extremos de la rotura para su procesamiento antes de la re-ligacion. En este
procesamiento participan el complejo MRN, FEN1 y Artemis, reclutados en la zona dafiada
para eliminar excesos de DNA en los extremos y preparar la zona (Collis et al, 2005). A
continuacion, los nuevos extremos de DNA son sintetizados por una DNA polimerasa v,
finalmente, el procesamiento y ligacion de los mismos se logra por accion del complejo
XRCC4/ligasa IV para formar una unica molécula de DNA (Christmann et al, 2003).
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Figura 1.6. Vias de reparacion de DSB del DNA. Recombinacion homdloga: (1) Tras la DSB, el DNA es
cortado por el complejo MRN y Rad51 localiza la rotura via BRCA2. (1) Rad51 y proteinas relacionadas,
con la ayuda de la proteina RPA, ensamblan el filamento pre-sinaptico. (111) Rad51 y Rad54 identifican la
secuencia homdéloga de DNA, facilitan la invasion del sitio dafiado y se sintetiza la nueva secuencia de DNA.
(IV) Los extremos intercambiados (uniones de Holliday) son religados por resolvasas. Recombiancion de
extremos no homdologos (NHEJ). (V) el heterodimero de Ku (Ku70 + Ku80) se une al DNA dafiado para
iniciar NHEJ. (V1) La proteina quinasa activa DNA-PK (Ku + DNA-PKcs) une los extremos de la rotura para
procesarlos antes de la re-ligacion. (VI1) EI complejo MRN, FEN1 y Artemis eliminan excesos de DNA en
los extremos. La sintesis del nuevo DNA es llevada a cabo por una polimerasa y la ligacion se produce via
XRCC4 y DNA ligasa 4. Figura tomada de Hoeijmakers (2001).
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1.3.4. Proteina quinasa dependiente de DNA (DNA-PK) e inhibidores

La DNA-PK es uno de los componentes principales del sistema NHEJ en la reparacion
de DSB producidas en el DNA. Esta molécula es una serin/treonin proteina quinasa nuclear
con una masa molecular de aproximadamente 470KDa, cuyo gen estd localizado en el
cromosoma humano 8. Est4d formada por una subunidad reguladora, que contiene las
subunidades Ku70 y Ku80, y por una subunidad catalitica, DNA-PKcs (Jeggo et al, 1995;
Smith & Jackson, 1999). DNA-PK es miembro de la superfamilia fosfatidilinositol 3-quinasa
(PIKK) (Collis et al, 2005), junto con ATM y ATR (Shiloh, 2003; Yang et al, 2003).

DNA-PKcs tiene una estructura con forma de corona en su parte alta, separada de una
forma redondeada en la parte inferior, que sugiere que el mecanismo funcional de esta proteina
incluye la internalizacion de la doble hebra de DNA (Boskovic et al, 2003; Leuther et al, 1999;
Llorca & Pearl, 2004). Una de las funciones de DNA-PKGcs es proteger y alinear los extremos
rotos del DNA, asi como actuar de proteina guia al sitio de dafio para otras proteinas
reparadoras (Collis et al, 2005). Asimismo, DNA-PKcs se encuentra en el extremo de los
cromosomas, sugiriendo un papel en el mantenimiento de la estabilidad telomérica y en la
prevencion de la fusion de los extremos de los cromosomas (d'Adda di Fagagna et al, 2001;
Gilley et al, 2001).También ha sido implicada en la reparacién por recombinacion homoéloga,
en la sensibilidad a la radiacién y en interacciones con NFkB en la respuesta inflamatoria

(Kong et al, 2011).

Estudios recientes han revelado la importancia de DNA-PKGcs en la estabilizacion de la
formacion del huso mitético, en la prevencién de la induccion de husos multipolares y células
multinucleadas y en la prevencion de la catastrofe mitética en respuesta al dafio en el DNA
(Shang et al, 2010). Las células que carecen de DNA-PK son hipersensibles a la radiacion
ionizante y a agentes reticulantes, asi como defectuosas en la reparacién de DSB (Caldecott &
Jeggo, 1991; Gu et al, 1997; Smith & Jackson, 1999; Tanaka et al, 1993).

Partiendo de la base de que la inhibicion de la reparacion del DNA es una estrategia
atractiva en la terapia del cancer, se ha demostrado que inhibidores especificos de la DNA-PK
pueden utilizarse como una herramienta eficaz en combinacion con otros agentes. El primer
inhibidor identificado de la familia PIKK fue el metabolito fingico wortmanina. Aunque se
utiliz6 principalmente como un inhibidor de PIKK, se demostr6 que potenciaba la
citotoxicidad inducida por IR e inhibia la reparacion de DSB del DNA a concentraciones que
inhiben la DNA-PK celular (Boulton et al, 1999; Boulton et al, 1996; lzzard et al, 1999;
Rosenzweig et al, 1997).
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Posteriormente se sintetizaron los inhibidores NU7026 y NU7441, utilizados en este
trabajo. ElI NU7026 (2-(morpholin-4-yl)-benzo[h]chomen-4-one), desarrollado por la
Universidad de Newcastle, es un inhibidor competitivo y altamente selectivo de DNA-PK, con
una potencia 60 veces mayor para esta enzima que para otras de la familia PIKK, e inactivo
tanto para ATM como para ATR (Veuger et al, 2003). Ademas, NU7026 es un potente
radiosensibilizador e inhibidor de la reparacion de DSB (Veuger et al, 2003). Willmore y
colaboradores describieron los efectos del NU7026 sobre los mecanismos citotoxicos de varios
inhibidores de topoisomerasa Il en la linea celular humana de leucemia K562, poniendo de
manifiesto el potencial de esta molécula inhibidora de DNA-PK en clinica (Willmore et al,
2004).

Por otra parte, el inhibidor NU7441 (2-N-morpholino-8-dibenzothiophenyl-chromen-4-
one), desarrollado en la Universidad de Newcastle en colaboracion con la farmacéutica
KuDOS (ahora Astrazeneca), es un inhibidor potente y selectivo de DNA-PK, con una
potencia 100 veces mayor para esta enzima que para otras de la familia PIKK (Zhao et al,
2006). Se ha demostrado que la inhibicion de DNA-PK por NU7441 incrementa la
citotoxicidad de la radiacion ionizante y de la doxorrubicina en hdmsters y lineas tumorales
humanas competentes para DNA-PK, no incrementando estos efectos en las células deficientes

para esta proteina (Tavecchio et al, 2012).

1.3.5. Ataxia telangiectasia mutada (ATM) e inhibidores

La ATM es una proteina perteneciente a la familia de proteina quinasas PIKK (Zakian,
1995), que juega un papel critico en el mantenimiento de la integridad del genoma (Abraham,
2001; Shiloh, 2003). La mutacion de ATM se produce en el sindrome autosémico recesivo
humano ataxia-telangiectasia (A-T), caracterizado por varios sintomas, entre los que se
incluyen la degeneracion cerebelosa, telangiectasia oculocutanea, retraso del crecimiento,
deficiencias inmunitarias y caracteristicas de envejecimiento prematuro (Lavin & Shiloh, 1997;
Rotman & Shiloh, 1998). A nivel celular, A-T se caracteriza por una hipersensibilidad a la
radiacion ionizante y a las drogas radiomiméticas, inestabilidad cromosémica y un fallo de la
detencion el ciclo celular tras dafio en el DNA, reduciendo la oportunidad para reparar el
genoma antes de la replicacién o de la mitosis (Lavin & Shiloh, 1997; Rotman & Shiloh,
1998).

ATM destaca por su papel como movilizador de la respuesta celular ante las lesiones
del DNA (Shiloh & Ziv, 2013). Las moléculas de ATM permanecen inactivas en células

normales, como dimeros o multimeros de orden superior. Sin embargo, fosforilaciones
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intermoleculares rapidas tras la induccion de dafio liberan inmediatamente los mondémeros
activos de ATM (Bakkenist & Kastan, 2003). Tras la induccion de DSB y activacion de esta
proteina, ATM sufre una relocalizacion espacial, reclutandose rapidamente una parte en los
sitios de dafio y permaneciendo la otra parte libre en el nucleo (Shiloh, 2003). Las moléculas
de ATM asociadas al sitio de dafio transducen la alarma de DSB a numerosos efectores, a
través de eventos de fosforilacion y otras modificaciones postraduccionales. Estos, a su vez,
activan tanto vias de supervivencia como de muerte celular, cuyo resultado final dependera de

un equilibrio entre estos dos procesos opuestos (Shiloh & Ziv, 2013) (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Cascada de respuesta al dafio en el DNA y ATM. La amplia y estructurada cascada de
respuesta al dafio en el DNA es iniciada por la formacion de grandes complejos de proteinas (que incluyen
sensores 0 mediadores) en los sitios de roturas por DSB, que aparecen como acUimulos nucleares bajo el
microscopio. La amplia actividad en estos acimulos (incluyendo la reorganizacién de la cromatina y
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amplificacién de la sefial de dafio), acompafiada de modificaciones postraduccionales de una amplia gama de
proteinas, prepara el lugar para la reparacion y conduce a la activacion de proteina quinasas, especialmente
de ATM. ATM transduce la alarma de DSB a numerosos efectores que, a su vez, activan tanto vias de
supervivencia celular como vias de muerte. El resultado final dependera de un delicado equilibrio entre estos
dos mecanismos. Figura adaptada de Shiloh and Ziv (2013).

Tras exposicion a la radiacion ionizante, se ha demostrado que las células A-T
muestran roturas cromosomicas residuales (Cornforth & Bedford, 1985) y fallos en la
reparacion de DSB del DNA (Foray et al, 1997), lo que podria explicar la radiosensibilidad e
inestabilidad gendmica asociada con este sindrome (Lavin & Shiloh, 1997). En base a estos
hallazgos, se ha propuesto que la inhibicion de ATM podria dar lugar a radiosensibilizacion y
que, por tanto, ATM representa un objetivo atractivo para el desarrollo de nuevos agentes

quimioterapéuticos (Sarkaria & Eshleman, 2001).

Inicialmente, en los estudios disefiados para probar los efectos de la inhibicion de ATM
se utilizaron los inhibidores relativamente inespecificos de PIKK y PI3K wortmannina y
cafeina (Sarkaria et al, 1998). Posteriormente se han desarrollado nuevos compuestos, como el
inhibidor especifico y potente KU55933 (2-morpholin-4-yl-6-thianthren-1-yl-pyran-4-one)
(Hickson et al, 2004) utilizado en este trabajo. KU55933 posee una estructura similar a
LY294002 y demostré una selectividad por ATM 100 veces mayor en comparacion con otras
quinasas PIKK (Hickson et al, 2004). Este compuesto sensibiliza células tumorales a los
inhibidores de topoisomerasa Il (como etopdsido, doxorrubicina o camptotecina) mediante la
prevencion de la fosforilacion directa de p53 en serina 15 y/o la fosforilacion de p53 en serina
20 (que mantiene la interaccion p53/MDMZ2 e impide la estabilizacion de p53), ambas llevadas
a cabo por ATM (Hickson et al, 2004).

1.4. Estructura y dinamica de los microtubulos

Los microtubulos son polimeros del citoesqueleto no covalentes que se encuentran en
todas las células eucariotas, y que estan involucrados en procesos como la mitosis, la motilidad
celular, el transporte intracelular, la secrecion, el mantenimiento de la forma celular y la
polarizaciéon (Conde & Caceres, 2009). Los microtubulos son estructuras polarizadas
compuestas por subunidades de heterodimeros de a y B-tubulina, ensamblados en
protofilamentos lineales. Un solo microtibulo estd compuesto por 10-15 protofilamentos
(generalmente 13 en células de mamiferos), que se asocian lateralmente para formar un
cilindro con un hueco de 24 nm (Figura 1.8 a) (Desai & Mitchison, 1997).

La asociacion cabeza-cola de los heterodimeros o/f hace de los microtibulos

estructuras polares, con diferentes velocidades de polimerizacion en los dos extremos. En cada
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protofilamento, los heterodimeros o/f estan orientados con los mondémeros de B-tubulina hacia
el extremo méas dindmico (extremo positivo), y los monémeros de a-tubulina hacia el extremo
de crecimiento méas lento (extremo negativo) (Figura 1.8 a). Una tercera isoforma de la
tubulina, la y-tubulina, participa en el correcto ensamblaje de los microtibulos (Erickson,

2000).
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Figura 1.8. Estructura y dinamica de los microtibulos. a) Estructura polarizada de los microtdbulos,
compuesta por subunidades de heterodimeros de a y B-tubulina ensamblados en protofilamentos lineales y
asociados para formar un cilindro con un hueco de 24 nm. En cada protofilamento, los heterodimeros o/f
estan orientados con los monémeros de B-tubulina hacia el extremo mas dindmico (extremo positivo), y los
mondmeros de o-tubulina hacia el extremo de crecimiento mas lento (extremo negativo). b) Dindmica de
polimerizacion y despolimerizacion de los microtubulos, controlada por moléculas de GTP unidas a B-
tubulina. Figura tomada de Conde and Caceres (2009).

Los microtibulos estdn constantemente alternando entre crecimiento (polimerizacion)
y acortamiento (despolimerizacidn), con una fase de pausa donde no hay ninguna actividad
detectable (Stanton et al, 2011) (Figura 1.8 b). Los procesos de polimerizacion y
despolimerizacion estan controlados por la molécula de GTP unida a la B-tubulina. Asi, una
molécula de GTP debe estar enlazada a la B-tubulina para que los heterodimeros polimericen,
pero ésta se convertird en GDP una vez se incorpore el dimero. Si el GTP se convierte en GDP
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pero el heterodimero unido a GTP no se fija, el extremo positivo se despolimeriza rapidamente
(Risinger et al, 2009), desencadenando el desensamblaje de los componentes y formando
heterodimeros de GDP-tubulina libres. Estos cambios en la longitud del extremo positivo se
denominan “inestabilidad dinamica”. Por otra parte, el extremo negativo del microtubulo se
acorta a la misma velocidad a la que el extremo positivo se alarga, en un proceso conocido

como treadmilling (Jordan & Wilson, 2004).

Los centrosomas contienen dos centriolos y funcionan como centros organizadores de
microtabulos (MTOC, del inglés microtubule organising centres). Antes del inicio de la
mitosis, los centrosomas se duplican y forman los dos polos del huso mitético durante la
mitosis (Hinchcliffe & Sluder, 2001). Cuando la envoltura nuclear se rompe, los microtabulos
de los dos centrosomas interactian con los cromosomas para organizarlos y dividirlos
(Tanenbaum & Medema, 2010). Esta duplicacion del centrosoma esta estrechamente regulada
y es esencial para la correcta separacion de las cromatidas hermanas, y por lo tanto esencial
para el mantenimiento de la estabilidad gendémica.

1.4.1. Agentes que interfieren con los microtubulos (MIAs)

Los microtubulos tienen una amplia gama de funciones incluyendo la formacion del
cinetocoro para separar los cromosomas durante la mitosis. Debido a la naturaleza esencial de
los microtubulos, los fA&rmacos dirigidos a los microtibulos en las células en division pueden
prevenir la mitosis celular completa, inducir células tetraploides y conducir a la activacion de
la apoptosis (Janssen & Medema, 2011). Esta clase de farmacos de union a tubulina son
conocidos como farmacos antimitéticos. En funcién de los efectos que producen en la masa de
los microtlbulos polimerizados a altas concentraciones, los farmacos antimitoticos se
clasifican en: 1) agentes desestabilizantes de los microtibulos (como por ejemplo los
alcaloides de la vinca y la colchicina) y 2) agentes estabilizantes de los microtibulos (como los
taxanos, las epotilonas y la discodermolida) (Dumontet & Jordan, 2010). Los agentes
desestabilizantes de los microtibulos inhiben la polimerizacién de los mismos cuando estan
presentes a altas concentraciones, mientras que los agentes estabilizantes aumentan la

polimerizacion de los microtubulos (Dumontet & Jordan, 2010).

1.4.1.1. Alcaloides de la vinca (VAs)

Los alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina, vindesina y vinorelbina), aislados
originalmente de la planta Catharanthus rosea, es la familia mas antigua y més diversificada

(en términos del numero de compuestos aprobados en una determinada familia) de agentes

27



INTRODUCC

dirigidos a los microtubulos. La vincristina y vinblastina se utilizan principalmente en el
tratamiento de neoplasias hematoldgicas, como leucemias y linfomas (Dumontet & Jordan,
2010), mientras que la vinorelbina, vindesina y vinflunina se utilizan en el tratamiento de
cancer de mama, pulmon y vejiga (Bellmunt et al, 2009; Dumontet & Jordan, 2010).
Desafortunadamente, estos agentes estan asociados con toxicidades, como la neuropatia y la

mielosupresion (Swain & Arezzo, 2008).

Los alcaloides de la vinca se unen a los heterodimeros de o/B-tubulina a través del
“dominio de unién de la vinca” (Dumontet & Jordan, 2010). Estos agentes, a elevadas
concentraciones, despolimerizan los microtubulos y destruyen los husos mitoticos (Jordan et
al, 1991), dejando a las celulas cancerosas en division bloqueadas en mitosis con los
cromosomas condensados. A concentraciones bajas pero clinicamente relevantes, la vinblastina
no despolimeriza los microtibulos del huso, aunque bloquea fuertemente la mitosis (Jordan et
al, 1991) y las células mueren por apoptosis. Varios estudios sobre la accion del bloqueo
mitotico de los alcaloides de la vinca a bajas concentraciones en células cancerosas indican que
el bloqueo es debido a la supresion de la dindmica de los microtibulos en lugar de a su

despolimerizacion (Jordan, 2002).

1.4.1.2. Taxanos

El otro grupo importante de agentes dirigidos a los microtdbulos son los taxanos. Los
principales taxanos utilizados clinicamente son el paclitaxel y el docetaxel. Inicialmente se
descubri6 que el paclitaxel promovia el ensamblaje de los microtubulos y su polimerizacién, a
diferencia de los demas agentes que interfieren con los microtibulos (Schiff & Horwitz, 1980).
Sin embargo, y en contraste con el gran nimero de moléculas del taxano necesarias para
aumentar la polimerizacion de los microtibulos, se encontré que la unién de un numero muy
pequefio de moléculas de paclitaxel suprime la dindmica de los microtubulos, bloqueando la
division celular (Wilson & Jordan, 1995). Debido a la estabilizacion de los microtibulos, se
produce un déficit de tubulina libre y los microtdbulos se acumulan dentro de las células,
resultando en la incapacidad para formar el huso mitotico en las células en division y en el

inicio de la apoptosis (Jordan et al, 1996; Yvon et al, 1999).

El paclitaxel se utiliza principalmente en el tratamiento de cancer de ovario, mama y
pulmoén (Dumontet & Jordan, 2010), mientras que el docetaxel, un andlogo semisintético del
paclitaxel (Clarke & Rivory, 1999), se utiliza en el tratamiento de cancer de pulmdn, mama,

prostata, estomago, cabeza y cuello (Dumontet & Jordan, 2010). Algunos de los principales
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efectos secundarios del docetaxel son neutropenia, reacciones de hipersensibilidad y retencion
de liquidos (Baker et al, 2009).

Los farmacos antimitéticos utilizados en este trabajo fueron la vincristina y el

paclitaxel.

1.5. Muerte celular

1.5.1. Apoptosis

La apoptosis es un modo de muerte celular utilizado por los organismos multicelulares
para deshacerse de las células no deseadas en una diversidad de escenarios. Las células
sometidas a apoptosis son destruidas de una manera controlada, que minimiza el dafio y la
interrupcién de las células vecinas. El desecho celular resultante es eliminado, normalmente
por fagocitos, y generalmente una nueva célula toma el lugar de la antigua en cuestion de horas
(Kerr et al, 1972).

Las células que se someten a esta forma de muerte celular se caracterizan por sufrir una
reduccién de su volumen celular (Taylor et al, 2008). Esto va acompafiado por la formacion de
rugosidades en la membrana plasmatica y por el desprendimiento de pequefias vesiculas
Ilamadas cuerpos apoptéticos, estructuras formadas por porciones de la célula recubiertas de
membrana (Taylor et al, 2008). Estas estructuras son rapidamente fagocitadas para el reciclaje
de su contenido (Kerr et al, 1972; Savill & Fadok, 2000; Wyllie et al, 1980), y para minimizar
la activacion del sistema inmune. A nivel molecular, una de las caracteristicas mas notables es
la condensacidn de la cromatina y la fragmentacion del ndcleo en pequefias piezas (Kerr et al,
1972; Robertson et al, 1978; Wyllie et al, 1980). Los primeros estudios sobre la apoptosis
dependian fuertemente de esta caracteristica para su identificacién en ausencia de marcadores
moleculares especificos. Otra caracteristica que define este modo de muerte celular es la
fragmentacion de DNA en numerosos fragmentos de unas 200pb (Williams et al, 1974), asi
como la exposicion de la fosfatidilserina de la membrana plasmatica al espacio extracelular.
Aunque mas sutilmente, el aparato de Golgi, reticulo endopldésmico (ER) y las redes
mitocondriales también sufren una fragmentacion pronunciada durante la apoptosis, y
numerosas proteinas son liberadas del espacio mitocondrial intermembranoso, como el
citocromo ¢, que puede desencadenar la activacion del complejo activador de caspasas 0

apoptosoma (Taylor et al, 2008).
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1.5.1.1. Las caspasas

Las caspasas son una familia de cistein proteasas que hidrolizan enlaces peptidicos tras
un residuo de &cido aspartico (Johnson & Kornbluth, 2008; Kumar, 2007). Estas enzimas son
sintetizadas en las células sanas como precursores inactivos (zimdgenos) con poca 0 ninguna
actividad proteasa (Nicholson, 1999). Sin embargo, todos los estimulos que desencadenan
apoptosis parecen hacerlo mediante el inicio de eventos que culminan en la activacion de las
caspasas, aunque por diferentes vias. Galluzzi y colaboradores han descrito hasta trece rutas
diferentes de muerte celular regulada, seis de las cuales son dependientes de la actividad de

estas proteinas (Galluzzi et al, 2012).

De entre las principales caspasas identificadas, diez han sido categorizadas como
iniciadoras (caspasa 2, 8, 9, 10), efectoras o ejecutoras (caspasa 3, 6, 7) e inflamatorias
(caspasa 1, 4, 5) (Cohen, 1997; Rai et al, 2005). Las caspasas iniciadoras 8 y 10 estan
implicadas en la via extrinseca de la apoptosis, mientras que las caspasas 9 y 2 acttan en la via
intrinseca. Ambas vias finalizan con la fase efectora, el final de la apoptosis, desencadenada
por la activacion de las caspasas efectoras. Estas caspasas activan endonucleasas
citoplasmaticas, que degradan el material nuclear, y proteasas, que degradan proteinas
nucleares y citoesqueléticas (Slee et al, 2001), produciendo los cambios bioquimicos y

morfoldgicos caracteristicos de las células apoptdticas mencionados anteriormente.

1.5.1.2. Vias de activacion de la apoptosis
1.5.1.2.1 Apoptosis extrinseca

El término “apoptosis extrinseca” se utiliza para indicar los casos de muerte celular
apoptatica que son inducidos por sefiales de estrés extracelulares detectadas y propagadas por
receptores especificos transmembrana (Mehlen & Bredesen, 2011; Schutze et al, 2008; Wajant,
2002). La apoptosis extrinseca puede ser iniciada por la unién de ligandos letales, como
FAS/CD95 (FASL/CD95L), el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) o el miembro 10 de la
superfamilia del TNF (TNFSF10, mas conocido como TRAIL, del inglés TNF-related
apoptosis inducing ligand) a varios receptores de muerte (FAS/CD95, receptor 1 de TNFa
(TNFR1) y los receptores 1 y 2 de TRAIL (TRAILR), respectivamente) (Wajant, 2002). Como
alternativa, una sefial pro-apoptotica extrinseca puede ser enviada por los llamados “receptores
de dependencia”, como los receptores de netrina, que sélo ejercen funciones letales cuando las
concentracion de sus ligandos especificos caen por debajo de un nivel umbral critico (Mehlen
& Bredesen, 2011).
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Una via de sefializacion caracteristica de la apoptosis extrinseca se produce tras la
union de FAS (Galluzzi et al, 2012) (Figura 1.9). La unidn del ligando al receptor induce la
trimerizacion del mismo, que provoca el reclutamiento de una serie de proteinas que forman un
complejo citoplasmatico alrededor del receptor. Esto ocurre debido a una secuencia conservada
de 80 residuos que es compartida por todos los receptores de muerte, el llamado “dominio de
muerte” (DD, del inglés death domain) (Boldin et al, 1995; Schulze-Osthoff et al, 1998). Las
proteinas reclutadas en el DD de FAS incluyen, entre otras: RIPK1 (del inglés receptor-
interacting protein kinase 1), FADD (del inglés FAS-associated protein with a DD), c-FLIPs,
clAPs (del inglés cellular inhibitor of apoptosis proteins) y procaspasa 8 (6 10). EI complejo
supramolecular resultante denominado DISC (del inglés death-inducing signaling complex),
constituye una plataforma que regula la activacion de la caspasa 8 (6 10) (Kischkel et al, 1995;
Muzio et al, 1996). Dentro del disco, c-FLIPs y clAPs ejercen sefiales de supervivencia. Sin
embargo, cuando las sefiales letales prevalecen, la caspasa 8 se activa y puede desencadenar
directamente la fase ejecutora de apoptosis mediante la maduracion proteolitica de la caspasa 3
(Srinivasula et al, 1996) (en células de tipo I como linfocitos) o la estimulacion de la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP) mediante la escision de la
proteina BID (del inglés BH3-interacting domain death agonist) (Yin et al, 1999) (en células

de tipo 11, como hepatocitos o células pancreaticas f3).

Por tanto, seguin Galluzzi y colaboradores, la apoptosis extrinseca es una via de muerte
celular dependiente de caspasas, que presenta una de entre estas tres grandes cascadas de
sefializacion letal: (i) sefializacion del receptor de muerte, activacion de caspasa 8 (6 10) y via
de caspasa 3; (ii) sefializacion del receptor de muerte y activacién de la caspasa 8, tBID,
MOMP, caspasa 9 y via de caspasa 3; @ (iii) sefializacion del receptor de dependencia inducida
por la privacion de ligando seguido de la activacion de caspasa 9 (directa o dependiente de
MOMP) y via de caspasa 3 (Galluzzi et al, 2012).
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Figura 1.9. Apoptosis extrinseca. Tras la union del ligando FAS (FASL) al receptor se induce la
trimerizacion del mismo, que provoca el reclutamiento de una serie de proteinas que forman un complejo
citoplasmaético alrededor del receptor. Las proteinas reclutadas en la secuencia llamada “dominio de muerte”
(DD) del receptor de FAS incluyen, entre otras: RIPK1, FADD, c-FLIPs, clAPs y procaspasa 8 (6 10). El
complejo supramolecular resultante denominado DISC, o complejo de sefializacion inductor de muerte,
regula la activacion de la caspasa 8 (6 10). Dentro del disco, c-FLIPs y clAPs ejercen sefiales de
supervivencia. Sin embargo, cuando las sefiales letales prevalecen, la caspasa 8 se activa y puede
desencadenar directamente la fase ejecutora de apoptosis mediante la maduracion proteolitica de la caspasa 3
(en células tipo 1) o estimulando la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP)
mediante la escision de la proteina BID (en células de tipo Il). La apoptosis extrinseca también puede
activarse por los receptores de dependencia DCC 6 UNC5B, que retransmiten sefiales letales en ausencia de
su ligando (netrina-1). En ambos casos se llegara, en ultima instancia, a la estimulacién de MOMP vy a la
activacion de caspasas efectoras. tBID, BID truncada. Figura tomada de Galluzzi et al (2012).

1.5.1.2.2 Apoptosis intrinseca dependiente o independiente de caspasas

En respuesta a multiples condiciones de estrés intracelular, como dafios en el DNA,
estrés oxidativo o la sobrecarga de Ca2+ citosolico, se generan sefiales de supervivencia y
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sefiales de muerte, que convergen en un mecanismo de control mitocondrial (Kroemer et al,
2007). Cuando las sefiales letales prevalecen, tiene lugar la permeabilizacion de la membrana
externa mitocondrial (MOMP), debido a la actividad de los miembros proapoptéticos de la
familia de proteinas BCL-2 BAK y BAX 0 a la actividad del complejo multiproteico PTPC
(del inglés permeability transition pore complex) en la membrana mitocondrial interna. Este
proceso conduce a la disipacion del potencial transmembrana mitocondrial (Aym), a la
detencion de la sintesis mitocondrial de ATP y a la detencion de actividades de transporte
dependientes de Aym. Ademas, las cadenas respiratorias se desacoplan, conduciendo a una
superproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y a la liberacion de proteinas al
citosol que se encuentran normalmente dentro del espacio intermembrana mitocondrial (IMS).
Entre éstas, el citocromo ¢ (CYTC), junto con la proteina citoplasméatica APAF1 (del inglés
Apoptosis Protease-Activating Factor 1) y dATP, participan en la formacion del apoptosoma,
un complejo multiproteico que desencadena la cascada proteolitica caspasa 9-caspasa 3 (Li et
al, 1997; Zou et al, 1997) (Figura 1.10).

SMAC/DIABLO (del inglés Second Mitochondria-derived Activator of Caspases y
Direct IAP-Binding protein with LOw pl) y la proteina HTRA2 facilitan la activacion de
caspasas secuestrando y/o degradando varios miembros de la familia de proteinas inhibidoras
de la apoptosis (IAPs) (Chai et al, 2000; Vande Walle et al, 2007). Por el contrario, el factor
inductor de apoptosis (AIF) y la endonucleasa G (ENDOG) se trasladan al nucleo, y median la
fragmentacion del DNA a gran escala en un mecanismo independiente de caspasas (Joza et al,
2001). La serin proteasa HTRA2 también contribuye a la apoptosis independiente de caspasas
mediante la escision de una amplia gama de sustratos celulares (incluyendo proteinas del

citoesqueleto) (Figura 1.10).

Galluzzi y colaboradores definen la apoptosis intrinseca como un proceso de muerte
celular mediado por MOMP y que por lo tanto esta siempre asociado con: (i) una disipacion
generalizada e irreversible del potencial transmembrana mitocondrial (Aym); (ii) la liberacién de
proteinas IMS al citosol (y su posible relocalizacion a otros compartimentos subcelulares); (iii)
la inhibicion de la cadena respiratoria. Asimismo, proponen diferenciar entre apoptosis

intrinseca dependiente o independiente de caspasas (Galluzzi et al, 2012).
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Figura 1.10. Apoptosis intrinseca dependiente o independiente de caspasas. En respuesta a multiples
condiciones de estrés intracellular (por ejemplo, dafios en el DNA, estrés oxidativo o sobrecarga de Ca®*
citosolico) se generan sefiales de supervivencia y de muerte, que convergen en un mecanismo de control
mitocondrial. Cuando las sefiales letales prevalecen, tiene lugar la permeabilizacién de la membrana externa
mitocondrial (MOMP), que conduce a la disipacién del potencial transmembrana mitocondrial (Aym), a la
detencién de la sintesis mitocondrial de ATP y a la detencion de actividades de transporte dependientes de
Aym. Ademas, las cadenas respiratorias se desacoplan, conduciendo a una superproduccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) vy a la liberacion de proteinas al citosol que se encuentran normalmente dentro
del espacio intermembrana mitocondrial (IMS). Entre éstas, el citocromo ¢ (CYTC) junto con la proteina
citoplasméatica APAF1 y dATP, participan en la formacion del apoptosoma, un complejo multiproteico que
desencadena la cascada proteolitica caspasa 9-caspasa 3. Por otra parte, SMAC/DIABLO y HTRAZ2 facilitan
la activacién de caspasas mediante el secuestro y/o degradacién de varios miembros de la familia de
proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs). Por el contrario, el factor inductor de apoptosis (AIF) y la
endonucleasa G (ENDOG) se trasladan al ndcleo, y median la fragmentacion del DNA a gran escala en un
mecanismo independiente de caspasas. HTRA2 también contribuye a la apoptosis independiente de caspasas
mediante la escision de sustratos celulares (incluyendo proteinas del citoesqueleto). 1M, membrana
mitocondrial interna; OM, membrana mitocondrial externa; PTPC, transicion de la permeabilidad del poro
mitocondrial. Figura tomada de Galluzzi et al (2012).
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1.5.2. Necroptosis

La necrosis regulada o necroptosis es un proceso desencadenado por varios factores,
como la alquilacion del DNA, excitotoxinas o la ligacion de receptores de muerte (Cho et al,
2009; He et al, 2009). En este ultimo caso, tras la unién del factor de necrosis tumoral o
(TNFa), la colas citoplasmaticas del receptor TNFR1 reclutan las proteinas TRADD (del
inglés TNFR-associated death domain), RIP1 (receptor-interacting protein kinase 1), CIAP1
(del inglés cellular inhibitor of apoptosis 1), cClAP2, TRAF2 (del inglés TNFR-associated
factor 2) y TRAF5. Dentro del Ilamado complejo I, RIP1 es poliubiquitinado por clAPSs,
proporcionando asi un sitio de acoplamiento para el reclutamiento de otras proteinas (como
TAKZ1, del inglés transforming growth factor B (TGFp)-activated kinase 1; TAB2, del inglés
TAKI-binding protein 2; y TAB3). Cuando las caspasas (y en particular la caspasa 8) estan
inhibidas por manipulaciones genéticas o bloqueadas por agentes farmacoldgicos, RIP1
deubiquitinada por CYLD (del inglés cylindromatosis) y su homoélogo RIP3 no son degradadas
y participan en interacciones fisicas y funcionales que, en Gltima instancia, activan la ejecucion

de la muerte celular necrotica (Cho et al, 2009; He et al, 2009).

La necrosis regulada también puede ser inducida por la alquilacién del DNA,
posiblemente por la sobreactivacion de la poli (ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP1) (Galluzzi
et al, 2012).

1.5.3. Catastrofe mitoética

Segun Galluzzi y colaboradores, la catastrofe mitotica no constituye una via ejecutora
de muerte celular en si, sino un mecanismo oncosupresivo que: (i) se inicia por perturbaciones
del aparato mitético (por ejemplo, los cromosomas y la maquinaria que asegura su correcta
segregacion); (ii) es iniciado durante la fase M del ciclo celular; (iii) es paralelo a un cierto
grado de detencion de la mitosis; y (iv) provoca, en Ultima instancia, la muerte celular o

senescencia (Galluzzi et al, 2012).

En ausencia de perturbaciones quimicas y genéticas del aparato mitdtico, las células
progresan a través de las diferentes fases del ciclo celular para generar una descendencia
diploide. Por el contrario, si defectos cromosémicos o problemas que afectan a la maquinaria
mitética se detectan durante la fase M, las células se detienen en mitosis debido a la activacion
de la catastrofe mitotica. Estas células sufriran entonces diferentes destinos: 1) pueden morir
sin salir de la mitosis; 2) pueden alcanzar la fase G del ciclo celular posterior (a través de un

fendmeno que se conoce como deslizamiento mitético) y, posteriormente, morir; 0 3) salir de
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la mitosis y sufrir senescencia. Independientemente de los resultados, la catastrofe mitotica se
define como un mecanismo oncosupresivo que precede y es distinto de la muerte celular y la

senescencia, aungue opera a través de ellas (Galluzzi et al, 2012).
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Actualmente el tratamiento de pacientes con cancer de prostata se aborda con terapias
de primera linea, como la cirugia, la radioterapia o farmacos antiandrdgenos, aunque su
progreso hacia un estado refractario hormonal hace que la quimioterapia sea el tratamiento mas
eficaz. Aunque estos tratamientos han aumentado la supervivencia de los pacientes, la
resistencia y la produccion de efectos secundarios destaca la importancia de identificar nuevas

dianas terapéuticas en este tipo de tumores.

Los farmacos inhibidores de la reparacion del DNA han demostrado sensibilizar, tanto
en combinacién como en solitario, una gran variedad de células tumorales, por lo que
constituyen una estrategia atractiva y prometedora en la terapia del cancer actual.

El objetivo general de esta tesis ha sido investigar el efecto de la combinacion de
inhibidores de topoisomerasa Il con farmacos inhibidores de la reparacion del DNA en una

linea tumoral de cancer de prostata, con los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto de los inhibidores de TOP2 mitoxantrona y doxorrubicina en

la linea celular PC-3.

2. Estudiar el efecto de los inhibidores de DNA-PK NU7026 y NU7441, asi como
del inhibidor de ATM KU55933.

3. Analizar el efecto de la combinacion de la mitoxantrona y la doxorrubicina con
los inhibidores de DNA-PK y KU55933.

4. Estudiar los mecanismos de muerte celular inducidos por los farmacos objeto

de este estudio.
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3.1. Lineas celulares

Durante el desarrollo de la tesis doctoral se han utilizado las lineas celulares tumorales:
HelLa (células epiteliales de adenocarcinoma cervical; N° ATCC: CCL-2), MCF7 (celulas
tumorales de adenocarcinoma mamario; N° ATCC: HTB-22), A549 (células epiteliales de
adenocarcinoma alveolar; N° ATCC: CCL-185) y PC-3 (células procedentes de un
adenocarcinoma de prostata independiente de androgenos, N° ATCC: CRL-1435). No
obstante, para la realizacion de los experimentos descritos en el presente trabajo se ha utilizado
la linea PC-3, proporcionada por la Dra. Rosa Sainz Menéndez y el Dr. Juan Carlos Mayo
Barrallo de la Universidad de Oviedo (Oviedo, Asturias). Este tipo celular es p53 -/- y posee

bajos niveles de receptor de andrdgenos, el cual a su vez no es funcional.

3.2. Compuestos para el tratamiento celular

Los compuestos indicados en la Tabla 3.1 se utilizaron para el tratamiento de la linea

celular PC-3, a las concentraciones indicadas en el apartado de Resultados.

Compuesto G T Disolvente g
en el stock comercial
Mitoxantrona 1mM Agua destilada | Sigma-Aldrich
Doxorrubicina 1mM DMSO Selleckchem
Vincristina 1mM Etanol Sigma- Aldrich
Paclitaxel 1mM DMSO Sigma- Aldrich
NU7026 2mM DMSO Sigma-Aldrich
NU7441 2mMi DMSO Selleckchem
KU55933 2mM DMSO Selleckchem
Staurosporina 1mM DMSO Sigma-Aldrich

Tabla 3.1. Compuestos utilizados para el tratamiento de la linea celular PC-3. Se indican los compuestos
correspondientes, la concentracion del stock, el disolvente y la casa comercial correspondiente. DMSO:
dimetil sulféxido.

3.3. Kits y enzimas principales

Cell Proliferation Kit I (MTT) (Roche, #11465007001), CometAssay® Kit (Trevigen,
#4250-050-K), Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega, #G8090), NucView™ 488 and MitoView™
633 Apoptosis Assay Kit (LabNet, #30062), Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma-
Aldrich, #APOAF), RNase-Free DNase (Qiagen, # 79254 ), M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen, #28025-013), Power SYBR® Green PCR Master Mix (Invitrogen, #4367659), RT?
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Profiler™ PCR Array Human Cell Death PathwayFinder™ (Qiagen, #PAHS-212ZA-12) y
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Invitrogen, #23225).

3.4. Anticuerpos

Los anticuerpos empleados en el presente trabajo se muestran en la Tabla 3.2.

Anticuerpo Casa comercial Referencia |Aplicacion| Dilucién
Phospho-DNA-PK (Ser2056) Abcam ab18192 WB 1:500
DNA-PKcs Thermo Shanden MS-370-P WB 1:100
Phospho-ATM (Ser1981) Cell Signalling 5883 WB 1:1000
ATM Cell Signalling 2873 WB 1:1000
Cyclin Bl SCBT sc-245 WB 1:500
Cyclin A SCBT sc-239 WB 1:100

p-Histone H3 (Ser10) SCBT sc-8656-R WB 1:50000

B-Actin Sigma- Aldrich A5441 WB 1:10000

Actin Sigma-Aldrich A5060 WB 1:10000

Actin Calbiochem CP0O1 WB 1:10000

p54 [nrb] BD 611278 WB 1:10000

EEF1G Abnova H00001937-M01| WB 1:10000

Annexin 11 BD 610068 WB 1:10000
Phosho-Histone H2A. X (Ser139) Cell Signalling 2577 WB 1:1000
H2A.X Cell Signalling 2595 WB 1:1000
Rad51 SCBT sc-8349 WB 1:100
Phospho-Chk?2 (T68) Cell Signalling 2661 WB 1:500
Anti-rabbit 19G - HRP Cell Signalling 7074 WB 1:2000

Anti-Mouse 1gG - Peroxidase Sigma- Aldrich A9044 WB 1:10000

IRDye 800CW Goat anti-Mouse 1gG LI-COR 926-32210 WB 1:15000

IRDye 680LT Goat anti-Rabbit IgG LI-COR 926-68021 WB 1:15000

Tabla 3.2. Relacion de anticuerpos empleados. Se representan los diversos anticuerpos utilizados,
indicandose la casa comercial de procedencia, nimero de referencia, aplicacién y dilucién de cada uno. WB:

Analisis Western.

3.5. Oligonucleétidos

En la Tabla 3.3 se muestran los oligonucle6tidos utilizados en este trabajo para la

cuantificacién por RT-gPCR de los genes indicados.
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Gen Secuencia (5'-3") Tamafio del producto
Sentido: GGTCGCATTGTGGCCTTT
BCL2LL Antisentido: TCCTTGTCTACGCTTTCCACG 62 pb
Sentido: CTCTACTTTCCCAGGTTTTG
CASPY Antisentido: TTTCACCGAAACAGCATTAG 148 pb
Sentido: GTTTTTCATGGTTCTGGTTG
FASLG Antisentido: GCCTATTTGCTTCTCCAAAG 139 pb
IGF1 Sentido;: CCCAGAAGGAAGTACATTTG 142 ob
Antisentido: GTTTAACAGGTAACTCGTGC P
IGF1R Se_ntld(_): AAAGACAAAATCCCCATCAG 188 pb
Antisentido: TGCAGGAAATTCTCAAAGAC
P53 Sentido: ACCTATGGAAACTACTTCCTG 149 ob
Antisentido: ACCATTGTTCAATATCGTCC P
Sentido: GACGACATGGAGAAAATCTG
ACTB Antisentido: ATGATCTGGGTCATCTTCTC 131 pb

Tabla 3.3. Relacion de oligonucleétidos empleados para la cuantificacion por RT-qPCR de los genes
indicados. En la tabla se muestra la secuencia, orientacion y tamafio del producto (en pares de bases, pb) de
los oligonucle6tidos utilizados para amplificar los genes BCL2L1 (BCL2 tipo 1); CASP9 (caspasa 9),
FASLG (Fas ligando), IGF1 (factor de crecimiento insulinico tipo 1), IGF1R (receptor del factor de

crecimiento insulinico tipo 1), TP53 (proteina tumoral p53) y ACTB (actina B).

3.6. RT-gPCR array

En la Tabla 3.4 se muestran los 84 genes analizados en el kit denominado RT?

Profiler™ PCR Array Human Cell Death PathwayFinder™, utilizado para la cuantificacion

por RT-qPCR de los genes indicados.

Descripcion del gen Simbolo Referencia (GenBank)
C-abl oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase ABL1 NM_005157
V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 AKT1 NM_005163
Apoptotic peptidase activating factor 1 APAF1 NM_001160
Amyloid beta (A4) precursor protein APP NM_000484
ATG12 autophagy related 12 homolog (S. cerevisiae) ATG12 NM_004707
ATG16 autophagy related 16-like 1 (S. cerevisiae) ATGI16L1 NM_017974
ATG3 autophagy related 3 homolog (S. cerevisiae) ATG3 NM_022488
ATGS5 autophagy related 5 homolog (S. cerevisiae) ATG5 NM_004849
ATG7 autophagy related 7 homolog (S. cerevisiae) ATG7 NM_006395
ATPase, H+ transporting, lysosomal 13kDa, V1 ATP6V1G2 NM_130463

subunit G2

BCL2-associated X protein BAX NM_004324
B-cell CLL/lymphoma 2 BCL2 NM_000633
BCL2-related protein Al BCL2A1 NM_004049
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BCL2-like 1
BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)
Beclin 1, autophagy related
Baculoviral AP repeat containing 2
Baculoviral 1AP repeat containing 3
Bcl2 modifying factor
Chromosome 1 open reading frame 159

Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase
(interleukin 1, beta, convertase)

Caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase
Caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase
Caspase 6, apoptosis-related cysteine peptidase
Caspase 7, apoptosis-related cysteine peptidase
Caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase
Coiled-coil domain containing 103
CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
CDA40 ligand
CASP8 and FADD-like apoptosis regulator
COMM domain containing 4
Cathepsin B
Cathepsin S
Cylindromatosis (turban tumor syndrome)
Defensin, beta 1
DENN/MADD domain containing 4A

DNA fragmentation factor, 45kDa, alpha polypeptide
Dihydropyrimidinase-like 4
Eukaryotic translation initiation factor 5B
Estrogen receptor 1
Fas (TNF receptor superfamily, member 6)
Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
Forkhead box 11
Glucosidase, alpha; acid
Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha

UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 5 (GaINAc-T5)

Growth factor receptor-bound protein 2
HSPB (heat shock 27kDa) associated protein 1
Huntingtin
Interferon, gamma
Insulin-like growth factor 1 (somatomedin C)
Insulin-like growth factor 1 receptor
Insulin
Immunity-related GTPase family, M
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BCL2L1
BCL2L11
BECN1
BIRC2
BIRC3
BMF
Clorfl59
CASP1

CASP2
CASP3
CASP6
CASP7
CASP9
CCDC103
CD40
CD40LG
CFLAR
COMMDA4
CTSB
CTSS
CYLD
DEFB1
DENND4A

DFFA
DPYSL4
EIF5B
ESR1
FAS
FASLG
FOXI1
GAA
GADD45A
GALNTS

GRB2
HSPBAP1
HTT
IFNG
IGF1
IGF1R
INS
IRGM

NM_138578
NM_006538
NM_003766
NM_001166
NM_001165
NM_033503
NM_017891
NM_033292

NM_032982
NM_004346
NM_032992
NM_001227
NM_001229
NM_213607
NM_001250
NM_000074
NM_003879
NM_017828
NM_001908
NM_004079
NM_015247
NM_005218
NM_005848

NM_004401
NM_006426
NM_015904
NM_000125
NM_000043
NM_000639
NM_012188
NM_000152
NM_001924
NM_014568

NM_002086
NM_024610
NM_002111
NM_000619
NM_000618
NM_000875
NM_000207

NM_001145805
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Junctophilin 3 JPH3 NM_020655
Kv channel interacting protein 1 KCNIP1 NM_014592
Myelin associated glycoprotein MAG NM_002361
Microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha MAP1LC3A NM_181509
Mitogen-activated protein kinase 8 MAPKS8 NM_002750
Myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related) MCL1 NM_021960
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene NFKB1 NM_003998
enhancer in B-cells 1
Nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD NOL3 NM_003946
domain)
Olfactory receptor, family 10, subfamily J, member 3 OR10J3 NM_001004467
Poly (ADP-ribose) polymerase 1 PARP1 NM_001618
Poly (ADP-ribose) polymerase 2 PARP2 NM_005484
Phosphoinositide-3-kinase, class 3 PIK3C3 NM_002647
Poliovirus receptor PVR NM_006505
RAB25, member RAS oncogene family RAB25 NM_020387
Ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 1 RPS6KB1 NM_003161
5100 calcium binding protein A7A S100A7A NM_176823
Synuclein, alpha (non A4 component of amyloid SNCA NM_000345
precursor)
Spermatogenesis associated 2 SPATA?2 NM_006038
Sequestosome 1 SQSTM1 NM_003900
Synaptonemal complex protein 2 SYCP2 NM_014258
Transmembrane protein 57 TMEMS57 NM_018202
Tumor necrosis factor TNF NM_000594
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member TNFRSF10A NM_003844
10a
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member TNFRSF11B NM_002546
11b
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member TNFRSF1A NM_001065
1A
Tumor protein p53 TP53 NM_000546
TNF receptor-associated factor 2 TRAF2 NM_021138
Thioredoxin-like 4B TXNL4B NM_017853
Unc-51-like kinase 1 (C. elegans) ULK1 NM_003565
X-linked inhibitor of apoptosis XIAP NM_001167
Actin, beta ACTB NM_001101
Beta-2-microglobulin B2M NM_004048
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH NM_002046
Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 HPRT1 NM_000194
Ribosomal protein, large, PO RPLPO NM_001002

Tabla 3.4. Relacion de genes analizados en el kit RT? Profile'™ PCR Array Human Cell Death
PathwayFinder™. En la tabla se muestran los 84 genes analizados en el array para RT-gPCR denominado
RT? Profiler™ PCR Array Human Cell Death PathwayFinder™ y que son genes clave en los mecanismos de
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muerte celular apoptosis, autofagia y necrosis. En la tabla se indica la descripcion de cada gen, su simbolo y
su referencia (GenBank).

3.7. Otros materiales

El material fungible de cultivos celulares es de Falcon (pipetas seroldgicas, placas de
cultivo de 10 cm de diametro, placas de 6, 12 y 96 pocillos, rascadores, etc). Los reactivos
quimicos generales (NaCl, Glicina, EDTA, SDS, etc), asi como los antibiéticos, son de Sigma-
Aldrich.

Para la extraccion de proteinas de células en cultivo se utilizd el reactivo
PhosphoSafe™ Extraction Reagent (Merck Millipore, #71296-3) y el coctel de inhibidores de
proteasas Protease inhibitor cocktail, Complete EDTA-free (Roche, #11873580001).

Para la extraccion de RNA en los experimentos de RT-qPCR se utilizd TRI Reagent®
(Sigma, #T9424), UltraPure™ DEPC-Treated Water (Invitrogen, #750024), oligo dT (Roche,
#12011428), First-Strand buffer (Invitrogen) y RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease
Inhibitor (Invitrogen, #10777-019).

En la elaboracién de los geles para proteina se emple6 acrilamida/bisacrilamida de
Bio-Rad, asi como TEMED (N,N,N,N-tetrametilendiamina) y PSA (persulfato aménico) de
Sigma-Aldrich. En los analisis Western se utilizaron marcadores de referencia pretefiidos para
determinar el tamafio de las proteinas (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder,
#SM1841, Fermentas; y HiMark™ Pre-stained Protein Standard, # LC5699, Fisher). Las
membranas de PVDF empleadas para la transferencia fueron suministradas por Millipore
(Immobilon-P  transfer ~membrane para los analisis Western detectados por
quimioluminiscencia, e Immobilon-FL transfer membrane para los analisis Western detectados
por infrarrojos). Los reactivos para la reaccion de quimioluminiscencia ECL fueron
proporcionados por GE Healthcare, mientras que las peliculas empleadas para el revelado (X-
OMAT™ LS, Kodak) asi como las disoluciones de revelado y fijado, fueron suministradas por
Sigma-Aldrich.

El ioduro de propidio y la RNAsa A empleados en los anélisis de citometria de flujo
fueron proporcionados por Sigma-Aldrich y Roche, respectivamente.

Para las 2DE se utilizaron urea y ASB-14 de BioRad y Calbiochem, respectivamente,
mientras que la tiourea y el HED fueron suministrados por Sigma-Aldrich. Las columnas de
desalado son de Pierce y todo el material necesario para el isoelectroenfoque (tiras de pH, IPG

buffer y aceite mineral) fue suministrado por GE Healthcare. Los marcadores utilizados con

48



MATERIALES

fosfoproteinas (PeppermintStick™ Phosphoprotein Molecular Weight Standards, #P27167)

fueron suministrados por Invitrogen.

En las desfosforilaciones “in vitro” se utilizo la A-fosfatasa de New England Biolabs y
un céctel de inhibidores de proteasas (Pl mix) de Roche, mientras que para la eliminacion de

los diferentes tampones se empled un Microcon YM-10 de Millipore.

La mayoria de los reactivos utilizados para la determinacion proteica por
espectrometria de masas (agua, acetonitrilo, bicarbonato amodnico, metanol, acido
trifluoroacético, &cido formico, DTT, iodoacetamida, inhibidores de fosfatasas, etc.) fueron
suministrados por Sigma- Aldrich. La cuantificacion proteica de las muestras se realiz6 por
BCA (Invitrogen) o Bradford (BioRad). Las tres proteasas utilizadas fueron: la tripsina de
Promega, la endoproteinasa GluC de Roche y la LysC de Wako. Para la determinacion proteica
por MALDI-ToF, los péptidos fueron cocristalizados con la matriz CHCA (acido a-ciano-4-

hidroxicianaminico) de Waters.
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4.1. Condiciones de cultivo

La linea celular PC-3 fue mantenida en medio de cultivo DMEM/F-12
(1:1)+GlutaMAX (Gibco), suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino inactivado
(Lonza) y con un coctel de antibidticos de penicilina (10.000 U/ml), estreptomicina (10 mg/ml)
y gentamicina (50 mg/ml) (suministradas por Sigma-Aldrich). La inactivacién de las proteinas
del complemento presentes en el suero se realizd mediante tratamiento térmico a 56°C durante

1 hora.

La linea celular se crecié de forma rutinaria en monocapa adherida al sustrato en placas
de 10 cm de didmetro (Falcon) con 10 ml de medio de cultivo, cultivandose a 37°C en una

atmosfera humidificada con 5% de CO..

Para realizar el subcultivo de la linea PC-3 las células se lavaron con PBS (Phosphate
Buffered Saline) (Lonza) y se despegaron por la accion de tripsina/EDTA 1x [10x = tripsina
0,5% (p/v); EDTA 5,3 mM].

4.2. Ensayo de reduccion de MTT

La viabilidad celular se midié mediante el ensayo colorimétrico basado en la reduccion
del aceptor electronico MTT ¢ 3-(4,5-dimetil-2-tiazol-il] 2,5-difenil tetrazolio por la succinato
deshidrogenasa mitocondrial activa en las células. Este ensayo permite cuantificar las células
viables presentes en un cultivo celular. Tras la reduccion del MTT (amarillo) se generan
cristales de formazan (morado), que una vez disueltos se pueden cuantificar midiendo la
absorbancia a 570 nm de longitud de onda. La cantidad de formazan producido es directamente
proporcional al numero de células metabolicamente activas (Denizot & Lang, 1986). Los

ensayos se realizaron segun las instrucciones del proveedor.

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos en un volumen final de 100 pl y a
una densidad de 5x10* células/ml. Cada experimento fue repetido al menos tres veces,
analizando cada muestra por triplicado. Una vez realizados los tratamientos correspondientes
con los distintos farmacos durante 72 horas, se afiadié a cada pocillo 10 uL del reactivo MTT
(MTT Labeling Reagent, Roche), incubandose las células durante 4 horas a 37°C y en una
atmasfera con 5% de CO2 en oscuridad. Tras este tiempo, se anadieron 100 pl de una solucion
de solubilizacion (Solubilization Solution, Roche) y se incubo toda la noche a 37°C y en
oscuridad. Las muestras se midieron a una longitud de onda de 570 nm en un

espectrofotometro Power Wave XS (BioTek).
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4.3. Evaluacion de los efectos combinados de los farmacos

Para evaluar los efectos combinados de la mitoxantrona con los inhibidores de la
reparacion del DNA los datos de los ensayos MTT fueron analizados de acuerdo con el método
de Chou-Talalay (1981, 1984), utilizando los programas CalcuSyn 2.1 (Biosoft, Cambridge,
UK) y CompuSyn (EEUU). EI programa realiza las curvas dosis-respuesta de cada farmaco por
separado y las ajusta a las graficas Chou-Talalay. Después, los farmacos fueron combinados en
diferentes dosis de cada uno. Cada experimento fue repetido tres veces, analizando cada dosis
por triplicado. La curva de la combinacion fue ajustada a la grafica Chou-Talalay y se aplicé la
llamada “ecuacion del efecto medio” para farmacos cuyos efectos son mutuamente no
excluyentes, es decir, que actuan de forma independiente. Mediante esta ecuacion se
obtuvieron los indices de combinacién (Cls), que nos indicaron si lo que se produce es

antagonismo (CI>1,1), aditividad (Cl entre 0,9 y 1,1) o sinergismo (CI1<0,9).

4.4. Sincronizacion celular en fase S

Los experimentos de sincronizacion celular se Ilevaron a cabo mediante un doble bloqueo
con timidina, compuesto que, en exceso, inhibe la sintesis de DNA y sincroniza el cultivo
celular al comienzo de la fase S (Jackman & O'Connor, 2001). Para ello, las células fueron
cultivadas en placas de 60 mm durante 24 horas. Tras este tiempo fueron crecidas en medio
suplementado con timidina 2mM durante 16 horas (primer bloqueo). A continuacion, se
realizaron dos lavados con PBS para eliminar completamente el medio de bloqueo y las células
se crecieron en medio fresco sin timidina durante 10 horas. Posteriormente, las células fueron
bloqueadas de nuevo con medio suplementado con timidina 2 mM durante 16 horas, con el fin
de obtener un cultivo celular sincronizado al comienzo de la fase S. Finalmente, las células se
lavaron dos veces con PBS y se les afiadid medio fresco sin timidina o suplementado con
diferentes tratamientos segun las condiciones del experimento. Las células fueron recogidas en

los tiempos seleccionados y analizadas por citometria de flujo.

4.5. Analisis del ciclo celular

Una manera de analizar el ciclo celular es mediante la citometria de flujo, técnica que
permite, entre otras muchas aplicaciones, cuantificar la muerte celular en una poblacién
concreta y/o establecer la distribucion de esta poblacién en las distintas fases del ciclo celular.
Mediante los protocolos de Vindelov y de fijado y permeabilizado celular con etanol, basados

en la tincion especifica del DNA con un colorante fluorescente denominado ioduro de propidio
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(IP), se consigue cuantificar la cantidad de DNA que contiene cada una de las células
analizadas. Esto permite determinar la fraccion de células hipodiploides, que contienen una
menor cantidad de DNA debido a que han sufrido algin proceso de muerte celular, y el
porcentaje de células presentes en las fases Go/G1, S y G2/M del ciclo celular.

El equipo utilizado para medir la fluorescencia de las muestras es un citometro de flujo
Cytomics FC500 (Beckman Coulter). Para el analisis de los resultados se utilizé el programa

CXP software (Beckman Coulter) y para la captura de las imagenes el programa MWSnap.

4.5.1. Protocolo de Vindelov

Mediante el protocolo de Vindelov (Vindelov & Christensen, 1994) las células son
procesadas instantaneamente y se consigue el marcaje especifico del DNA mediante una
tincion fluorescente de ioduro de propidio. Las células crecidas en placas de seis pocillos se
recogen por tripsinizado y se lavan con PBS. A continuacion, las células se resuspenden e
incuban durante 10 minutos a temperatura ambiente en 300 ul de solucion A [Tris-HCI 0,5 mM
pH 7,6; Nonidet P-40 0,1% (v/v); citrato trisédico 3,4 mM; espermina 1,5 mM; tripsina 30
ug/ml]. Posteriormente se afiaden 250 pL de solucion B [Tris-HCI 0,5 mM pH 7,6; Nonidet P-
40 0,1% (v/v); citrato trisddico 3,4 mM; espermina 1,5 mM; inhibidor de tripsina 500 pg/ml y
RNAsa A 100 pg/ml] y se incuban durante otros 10 minutos a temperatura ambiente. Como
ultimo paso, se anaden 250 pl de solucién C [Tris-HCI 0,5 mM pH 7,6; Nonidet P-40 0,1%
(v/v); citrato trisédico 3,4 mM; espermina 4,83 mM y ioduro de propidio 416 pg/ml]. Las
células procesadas se mantienen en oscuridad durante al menos 15 minutos a temperatura

ambiente antes de ser analizarlas en el citometro de flujo.

4.5.2. Tincidén con IP tras fijacion y permeabilizacién con etanol

Este protocolo, también denominado protocolo de etanol, permite tefiir el DNA con IP
tras el fijado y permeabilizado de las células con etanol. Las células crecidas en placas de seis
pocillos se recogen por tripsinizado y se lavan con 4 ml de PBS frio. Posteriormente se
resuspenden por pipeteo en 500 ul de PBS frio y se afiaden 3,5 ml de etanol al 70% enfriado a -
20 °C, gota a gota y agitando suavemente en el vortex, para dejarlas a continuacién fijando y
permeabilizando a -20 °C durante al menos 30 minutos (las células asi procesadas son estables
de 1 a 4 semanas). Posteriormente el sobrenadante es eliminado tras centrifugado a 4°C
durante 5 minutos a 2.000 rpm. Las células se lavan nuevamente con PBS y se resuspenden
finalmente en 500 ul de tampén de tincion [citrato de sodio 0,1% (p/v) pH 7,4; RNAsa A 10

mg/ml; ioduro de propidio 1 mg/ml; disueltos en PBS]. Finalmente, se incuban a temperatura
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ambiente y en oscuridad durante al menos 15 minutos antes de ser analizadas en el citdbmetro

de flujo.

4.6. Analisis western

4.6.1. Preparacion de los extractos celulares

La extraccion de proteinas del cultivo celular se llevé a cabo de dos formas distintas, segun

el tipo de experimento:

1) las células se recogieron de las placas de cultivo mediante rascado, se lavaron con PBS y
se resuspendieron en tampon de lisis (Tris-HCI 20 mM pH 7,4; NaCl 250 mM; Triton X-100
1%; DTT 1 mM; ortovanadato sédico 1 mM; aprotinina 2 pg/ml; leupeptina 2 pg/ml; B-
glicerofosfato 25 mM). Las células fueron lisadas durante 30 minutos en hielo v,

posteriormente, se centrifugaron a 4°C a 13.000 rpm durante 15 minutos.

2) las células fueron recogidas por tripsinizacion y recogidos los pelets tras centrifugacion
a 2.000 rpm durante 5 minutos. A continuacion se resuspendieron en tampon de extraccion
[PhosphoSafe™ Extraction Reagent, segun las instrucciones del proveedor; Protease inhibitor
cocktail, Complete EDTA-free 1x; aprotinina 2 pg/ul; leupeptina 2 pg/ul; EDTA 10 mM; DTT
1mM]. Las células fueron lisadas en hielo durante 30 minutos y, posteriormente, se
centrifugaron a 4°C a 13.000 rpm durante 10 minutos.

La cantidad total de proteina se determind mediante el ensayo BCA (Pierce™ BCA
Protein Assay Kit). A cantidades equivalentes de proteina de cada una de las muestras a
analizar (30-50 pg) se les afiadio tampdn de carga Laemmli 1x (Laemmli 4x: Tris-HCI 62,5
mM pH 6,8; Glicerol 10%; SDS 1%; azul de bromofenol 0,005%; B-mercaptoetanol 10%) y se

hirvieron durante 5 minutos a 90°C.

4.6.2. Electroforesis y electrotransferencia

La electroforesis de muestras proteicas en geles de poliacrilamida mediante SDS-

PAGE o electroforesis bidimensional (2DE) se llevo a cabo durante 2 horas a 90 V.

A continuacién las proteinas separadas fueron transferidas a membranas de PVDF
(Immobilon —P 0 —FL Transfer Membrane) utilizando un sistema de transferencia hiumeda
(Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad). La transferencia se realizo durante 90 minutos a 100 V en
tampon de transferencia [Tris base 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1% (p/v); isopropanol 20%

(v/v)]. La transferencia de 2DE se realizd con una refrigeracion mayor (a 4 °C),
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contrarrestando el calor generado durante el proceso debido a los geles con urea, y se realizo

durante 2 horas a una intensidad constante de 150 mA.

4.6.3. Incubacioén con anticuerpos

Tras la electrotransferencia, las membranas se incubaron durante 1 hora en agitacion en
TBS (Tris-HCI 20 mM pH 7,5; NaCl 150 mM) en el caso del analisis Western por infrarrojos o
en TBS-T [TBS-Tween 20 0,1% (v/v)] en el caso del analisis Western por
quimioluminiscencia, con leche desnatada en polvo o BSA al 5% (p/v). Seguidamente, las
membranas se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente diluido en TBS-T, con
leche desnatada en polvo o BSA al 5% (p/v) (segun las instrucciones del proveedor), durante
toda la noche a 4 °C y en agitacion. Posteriormente, se realizaron 4 lavados de 5 minutos con
TBS-T y se procedio a la incubacion con el anticuerpo secundario. Tanto los anticuerpos
secundarios marcados con peroxidasa como los marcados con fluoréforo (anti-lIgG de conejo o
anti-lgG de raton) se diluyeron en TBS-T suplementado con leche en polvo al 5% (p/v). En
ambos casos, las membranas se incubaron en agitacion durante 1 hora (en oscuridad en el caso
de los anticuerpos secundarios marcados con fluoréforo). Tras 3 lavados iguales a los
anteriores mas un lavado adicional de 15 minutos se procedio al revelado o escaneado del

analisis Western.

4.6.4. Escaneado por infrarrojos

Las membranas incubadas con los anticuerpos secundarios marcados con fluoréforo se
escanearon mediante el sistema Odyssey® Infrared Imaging System de deteccion de
infrarrojos. La sefial emitida por los anticuerpos secundarios (con longitudes de onda de
emisién de 680 6 800 nm) es captada por el detector y transmitida al software, que permite la
captacion simultanea de la sefial de ambos anticuerpos (rojo o verde para las emisiones de 680

y 800 nm, respectivamente).

4.6.5. Revelado por quimioluminiscencia

Para revelar el analisis Western mediante quimioluminiscencia se utilizé el sistema
ECL de GE Healthcare, basado en la oxidacién enzimatica del luminol por la peroxidasa
conjugada con el anticuerpo. Para ello, las membranas se bafiaron durante 1 minuto en una
mezcla que contiene luminol y se expusieron a una pelicula fotografica X-OMAT™ LS
durante el tiempo necesario, realizando posteriormente el revelado y fijado de las mismas con

las soluciones Kodak fixer and developer.
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4.7. Electroforesis bidimensional

Para la realizacion de la electroforesis bidimensional (2DE) las células se sembraron en
placas de 60 mm vy, tras los tratamientos correspondientes, se lisaron sobre las placas con 600
pL de tampon UTATH [urea 7 M; tiourea 2 M; ASB-14 1% (p/v); HED 50 mM]. Los extractos
obtenidos se sonicaron durante 1 hora en un sonicador de bafio. Este tampdn es incompatible
con los ensayos de medida de proteina, por lo que para cargar la misma cantidad de proteina en
cada muestra se realiz6 un gel de carga con distintas cantidades de cada una, para luego igualar
las concentraciones de los extractos. Tras afiadir 0,5% (v/v) de tampdn de isoelectroenfoque,
las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. A continuacion se
pasaron 125 pl de muestra por columnas de desalado (Protein desalting Spin Columns)
previamente equilibradas con tampon UTATH suplementado con 0,5 % de tampo6n de
anfolitos, para posteriormente ser depositados en un contenedor para tiras de 7 cm. Las
proteinas se enfocaron en tiras con un rango de pH de 3 a 11 no lineal, utilizando un equipo
Ettan IPGphor Il (Amersham). En esta primera dimension las condiciones para el enfoque
fueron: 12 h a 30 V, 250 Vh a 500 V, 500 Vh a 1000 V y 8000 Vh a 5000 V (Vh =
voltios-hora, siendo éstos la integral de los voltios aplicados a lo largo del tiempo). Una vez
finalizado el isoelectroenfoque, las tiras se lavaron y se equilibraron dos veces durante 30
minutos en un tampadn de equilibro [urea 6 M; glicerol 30 % (v/v); Tris 50 mM pH 6,8; SDS 2
%; azul de bromofenol 0,002 % (p/v)]. La separacion de las proteinas en la segunda dimension
se realiz6 mediante un gel de SDS-PAGE al 8 ¢ 10 % suplementado con HED 50 mM y urea 6
M. Los geles obtenidos fueron tefiidos utilizando azul de Coomassie R250 y/o los colorantes
fluorescentes SYPRO® Ruby y Pro-Q® Diamond Phosphoprotein (Invitrogen), siguiendo en
cada caso las instrucciones del fabricante. Los geles fueron escaneados en un escaner de

fluorescencia Typhoon TRIO (GE Healthcare).

4.8. Espectrometria de masas MALDI-ToF

Las manchas procedentes de geles de electroforesis bidimensional a analizar por
espectrometria de masas se recortaron del gel y se trocearon en fragmentos de
aproximadamente 1 mm3. Se destifieron incubandose dos veces durante 30 minutos en
bicarbonato amonico 25 mM/acetonitrilo (70/30 v/v) suplementado con HED 50 mM, y a
continuacion se secaron los trozos de gel a 90°C durante 15 minutos. Una vez secos se les
afiadi6 tripsina (12 ng/pl en bicarbonato amédnico 25 mM) y se dejo digiriendo durante 1 hora a

60°C. Tras la digestion las muestras se acidificaron afiadiendo un volumen adecuado de TFA 1
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% para dejar el pH < 2. Las muestras fueron sonicadas durante 10 minutos y, finalmente, se
realizo la purificacion de los péptidos resultantes mediante cromatografia de fase reversa con
una resina de C-18, utilizando puntas ZipTip® (Millipore). Para ello, el C-18 se humedecié con
acetonitrilo y se equilibré con TFA 0,1 %. A continuacion los péptidos se fijaron a la resina y
se lavaron 10 veces con TFA 0,1 %. Finalmente se eluyeron con 3 pl de matriz (CHCA 10
mg/ml; TFA 0,1 %; acetonitrilo 50 %) sobre una placa de 96 x 2 pocillos (Applied

Biosystems).

Las muestras se analizaron en un espectrometro de masas MALDI-ToF (Voyager-DE
STR, Applied Biosystems). Los datos de 200 disparos de laser se utilizaron para generar un
espectro de masas para determinar las huellas peptidicas de las muestras mediante el programa
Data Explorer (Applied Biosystems). Las masas obtenidas se compararon con las tedricas

recogidas en la base de datos Swiss-Prot mediante el programa Aldente (Www.expasy.org).

4.9. Desfosforilacion “in vitro”

Para llevar a cabo la desfosforilacién de las proteinas las células se lisaron sobre las
placas de 60 mm con 600 pL de tampoén UTATH y los extractos obtenidos se sonicaron
durante 1 hora. A continuacién, se elimin6 el UTATH con un Microcon YM-10 y se
recuperaron las proteinas en 400 pl de agua. Tras cuantificar la cantidad de proteina en la
muestra por Bradford, se incubaron 350 pg de muestra en presencia o ausencia de 5 U/ug de A-
fosfatasa durante 1 hora a 30 °C, en una solucion que contenia tampén fosfato 1x (Phospatase
Buffer; New England BioLabs), un coctel de inhibidores de proteasas 1x (PI mix; Roche),
MgCl, 1x (New England BioLabs) y agua hasta 200 pL. Finalmente, se sustituy0 ese tampon
por tampén UTATH con un Microcon YM-10 y se separaron las proteinas mediante 2DE.

4.10. Ensayo del cometa en condiciones alcalinas

El ensayo del cometa es un ensayo de electroforesis que permite la visualizacion
directa del dafio en el DNA en células individualizadas (Ostling & Johanson, 1984). Este
ensayo se utiliza para la deteccion de roturas de DNA de cadena sencilla y doble, provocadas
tanto por agentes exdgenos como endogenos (véase apartado 1.3. de “Introduccion”). El
principio de este ensayo se basa en la capacidad de los fragmentos de DNA desnaturalizados y
rotos de migrar fuera del nucleo bajo la influencia de un campo eléctrico, mientras que el DNA
intacto migra mas lento y se mantiene dentro de los limites del nucleo. Estas migraciones se

producen bajo una forma caracteristica similar a la “cola” de un cometa y su evaluacion
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permite determinar el nivel de generacion de roturas del DNA. La electroforesis alcalina de

células individuales es la version mas habitual a la hora de realizar este ensayo.

Para realizar el ensayo del cometa en condiciones alcalinas (Figura 4.1), las células
fueron tripsinizadas, resuspendidas en PBS frio e inmovilizadas sobre portaobjetos con agarosa
(CometAssay® Kit). Tras una lisis celular durante 30 minutos a 4°C en tampdn de lisis (Lysis
solution, Trevigen), las muestras fueron tratadas con una solucién alcalina (NaOH 200 mM;
EDTA 1 mM, pH>13) durante 30 minutos a temperatura ambiente, con el fin de desnaturalizar
el DNA e hidrolizar los sitios de dafio. Los portaobjetos fueron colocados en oscuridad durante
todo el proceso para evitar dafios espontaneos en el DNA. A continuacion las muestras fueron
colocadas en un tanque de electroforesis y sometidas a una corriente de 18 V' y 300mA durante
40 minutos en oscuridad, en tampon de electroforesis (NaOH 300 mM; EDTA 1 mM, pH>13)
enfriado previamente a 4°C. Tras eliminar el exceso de tampdn, los portaobjetos fueron
lavados dos veces en agua, inmersos durante 5 minutos en etanol al 70% y dejados secar en
oscuridad y a temperatura ambiente hasta el dia siguiente. Pasadas varias horas, las muestras
fueron tefiidas con el colorante intercalante de DNA flourescente SYBR® Green I (Trevigen)
durante 1 hora a 4°C, y se dejaron secar a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente la
fluorescencia fue visualizada en un microscopio de fluorescencia Olympus BX61 y una cdAmara

DP70, mediante los programas DP manager 'y DP controler (Olympus).

Mezcla de células
con agarosa a 37 ° C
(LM agarose)

Tratamiento con Electroforesis alcalina y
solucién de lisis : tincion con SYBR Green,
seguida de visualizacion
mediante microscopia de
fluorescencia

(elimina membranas e

)
- histonas del DNA)

-19?'1,.&\‘“-
£

P

A
T

Tratamiento con solucion
alcalina (desenrolla y
desnaturaliza el DNA)

Inmovilizacion de células en
portaobjetos (CometSlide™)

Figura 4.1. Ensayo del cometa en condiciones alcalinas. www.trevigen.com.

60


http://www.trevigen.com/

METODOS

4.10.1. Analisis de las imagenes

El anélisis de las imagenes se llevd a cabo mediante el programa Komer 5.0 (Kinetic,
Inglaterra), cuantificando 100 células por tratamiento en cada experimento y realizando al
menos un duplicado de los mismos. Tras analizar las fotografias una a una, se obtuvieron los
valores de diferentes parametros. Dentro de éstos, y segun Olive y colaboradores, destacan el
momento de la cola 'y el porcentaje de DNA en la cola (Olive & Banath, 2006; Olive et al,
1990). El momento de la cola es el producto entre la longitud de la cola y el porcentaje de
DNA en la cola. Por otro lado, el porcentaje de DNA en la cola es una medida normalizada del
porcentaje total de DNA encontrado en la cola. En el analisis de nuestros resultados utilizamos
el momento de la cola, por ser uno de los parametros mas representativos hasta ahora del dafio
inducido (Lee et al, 2004; Olive, 1999). No obstante, en los ultimos afos se esta utilizando el
porcentaje de DNA en la cola como medida del dafio en el DNA, por no estar relativamente
afectado por los valores de configuracién del programa de andlisis de imagenes y por permitir
una discriminacion del dafio en el rango mas amplio posible (de 0 a 100% del DNA en la cola)
(Collins, 2004).

El momento de la cola se define como: Olive Tail Moment = (Tail mean — Head
mean)*Tail % DNA / 100.

Figura 4.2. Imagen de analisis del cometa. Imagen representativa de analisis del cometa en la que se
muestra el analisis de una célula diferenciando entre cabeza del cometa (nlcleo celular), cola del cometa y
fondo. Cell: célula; head: cabeza; tail: cola; background: fondo.

4.11. Determinacion de apoptosis: ensayo de adhesion de la
Anexina V

La apoptosis se caracteriza por ciertas caracteristicas morfoldgicas, entre ellas la
pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica, siendo este uno de los sucesos acaecidos

durante los estadios iniciales del proceso apoptético. En las células apoptoticas, el fosfolipido
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de membrana fosfatidilserina es translocado de la parte interna de la membrana plasmatica a la
parte externa. La anexina V es una proteina que se une especificamente a la fosfatidilserina,
uniéndose a las células que la exponen en su superficie (Pigault et al, 1994). De esta manera, la
anexina V sirve de indicador de apoptosis en combinacion con otros marcadores, como el
ioduro de propidio (IP). El IP es un compuesto fluorescente de alta afinidad por el DNA que, al
no ser permeable, Unicamente interacciona con el DNA cuando las membranas celulares se
encuentran fragmentadas. De esta manera, en combinacion con la anexina V, sirve como
indicador de los procesos de apoptosis tardia. EI marcaje celular tnico con IP actda como
indicador de un proceso de necrosis celular y el marcaje celular Gnico con anexina V actla

como indicador de procesos de apoptosis temprana.

El protocolo se llevd a cabo siguiendo las especificaciones del kit Annexin V-FITC
Apoptosis Detection. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a la densidad apropiada.
Tras realizar los tratamientos pertinentes, se recogieron y se centrifugaron durante 5 minutos a
1.200 rpm a 4°C. Una vez retirado el sobrenadante se lavaron dos veces con PBS. A
continuacion se resuspendieron en 500 pl de tampon de union (annexin V binding buffer 1X,
Sigma-Aldrich) a una densidad aproximada de 10° células /ml, a los que se afiadieron 5 pl de
anexina V (conjugada con el fluorocromo FITC) y 2,5 ul de IP. Las células se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras este tiempo las muestras se
midieron en un citometro de flujo Cytomics FC500 (Beckman Coulter), siendo recogida la
sefial de fluorescencia emitida por el IP y por el FITC. Para el andlisis de los resultados se

utilizo el programa CXP software (Beckman Coulter).

4.12. Ensayo de la actividad de caspasas 3y 7

Para la determinacion de la actividad de las caspasas 3 y 7 se utilizd el kit
luminométrico Caspase-Glo® 3/7 Assay. El ensayo se basa en la hidrélisis de un sustrato
luminogénico que contiene la secuencia DEVD por las caspasas 3 y 7, liberandose un sustrato
de luciferasa y resultando en la generacion de una sefial luminiscente. La luminiscencia es

proporcional a la cantidad de actividad de caspasas presente.

Para la realizacion de este ensayo las células se sembraron en placas de 96 pocillos
blancas a una densidad de 5x10* células/ml. Cada experimento fue repetido al menos tres
veces, analizando cada muestra por triplicado. Tras el tratamiento de las células con los
farmacos y tiempos correspondientes en un volumen final de 100 pl, se extrajeron 50 ul de

cada pocillo y se afadieron 50 pl del reactivo de caspasas (Caspase-Glo® 3/7 Reagent,
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Promega). Las células se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente y las muestras se
midieron en un lumindémetro Synergy™ HT (BioTek). El analisis de los resultados se realizo

mediante el programa Gen5 2.0 (BioTek).

4.13. Determinacion de apoptosis: marcaje mitocondrial

El sustrato de caspasa 3 NucView 488 y el colorante mitocondrial MitoView 633
permiten detectar el perfil de células apoptoticas en base a la actividad de las caspasas 3/7 y a
los cambios en el potencial de membrana mitocondrial, respectivamente. El NucView 488
consiste en un colorante fluorogénico de DNA y un sustrato de caspasa 3. El sustrato (no
fluorescente) cruza rapidamente las membranas celulares para entrar en el citoplasma de la
célula, donde es cortado por caspasas 3/7 para formar un colorante de alta afinidad por el
DNA. El colorante de DNA liberado migra al ndcleo de la célula para tefiirlo de verde
brillante. Por tanto, NucView 488 es bifuncional, siendo capaz de detectar tanto actividad
intracelular de caspasas 3/7 como de tefiir el ndcleo de las células. EI marcaje con este

compuesto es un indicador de procesos de apoptosis.

MitoView 633 es un colorante fluorescente mitocondrial fotorreceptor de luz roja
lejana. Este reactivo difunde a través de la membrana plasmaética y se acumula en las
mitocondrias. Las mitocondrias tefiidas con este compuesto se vuelven fluorescentes brillantes
tras la acumulacion del colorante y su tincion depende del potencial de membrana
mitocondrial. Por tanto, las células apoptéticas presentaran una tincion de MitoView 633

mucho menor que las células sanas.

El protocolo se llevd a cabo siguiendo las especificaciones del kit NucView™ 488 and
MitoView™ 633 Apoptosis Assay. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a la
densidad apropiada. Tras realizar los tratamientos correspondientes, se recogieron y se
centrifugaron durante 5 minutos a 1.200 rpm a 4°C. Una vez retirado el sobrenadante, se
resuspendieron en 200 pl de medio junto con 1 pl de NucView 488 y 1 ul de MitoView 633.
Las células se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, se
centrifugaron durante 5 minutos a 1.200 rpm a 4°C y se resuspendieron en 500 ul de PBS.
Finalmente las muestras se filtraron para eliminar agregados y se midieron en un separador-
analizador celular MoFlo XDP (Beckman Coulter). Para el andlisis de los datos se utilizaron

los programas Summit 5.2’y MoFlo XDP (Beckman Coulter).
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4.14. Microscopia y time-lapse

Para llevar a cabo el analisis morfoldgico las células PC-3 se sembraron en placas de
35 mm a la densidad adecuada. Tras realizarse los tratamientos adecuados a cada experimento,
las células fueron fotografiadas en un microscopio de fluorescencia Axiovert 200M (Zeiss),
con el que se adquirieron las imagenes a los tiempos correspondientes mediante el programa
AxioVision 4.7 (Zeiss).

La técnica de time-lapse o de microscopia “in vivo” es una técnica fotografica que
permite capturar fotografias a determinados intervalos de tiempo para unirlos en
postproduccion a una velocidad especifica, logrando un efecto de movimiento. En nuestro
caso, se realizaron fotografias a un cultivo celular vivo en tiempos determinados, para observar
la respuesta celular a distintos tratamientos en ese periodo. Para ello, las células PC-3 se
crecieron en placas de 35 mm a la densidad adecuada, se trataron con los correspondientes
farmacos y se colocaron en una cdmara con atmosfera saturada de H.O y con niveles de CO-
(5%) y temperatura (37 °C) controlados. La camara de cultivo se acopla al microscopio de
fluorescencia Axiovert 200M (Zeiss), con el que se tomaron imagenes cada 4 minutos para
montar un video de 5 fps (frames per second), es decir, 5 de las im&genes mostradas cada

segundo. Las imagenes se obtuvieron mediante el programa AxioVision 4.7 (Zeiss).

4.15. Estudios de expresion génica

4.15.1. Extraccion de RNA y transcripcion reversa

Para el desarrollo de este ensayo las células fueron sembradas en placas de 60 mm a la
concentracion y el volumen adecuados en cada caso. Tras realizar los tratamientos pertinentes,
la extraccion del RNA se llevd a cabo con el reactivo TRI-Reagent, siguiendo las
especificaciones de la casa comercial. A continuacion, para eliminar los restos del DNA
genomico, las muestras fueron tratadas con la DNasa RNase-Free DNase segun las
instrucciones del proveedor. La limpieza del RNA se llevé a cabo segin el método de
extraccion de fenol:cloroformo y precipitacion con isopropanol (recovery of the RNA, manual
de Ambion #AM1340). La concentracion del RNA se determind midiendo su absorbancia a
260 nm en un espectrofotometro (Eppendorf BioPhotometer). La relacion A260/A280, que

indica la pureza del RNA, fue siempre de un valor >1,7.

Para la realizacion de la transcripcion reversa (RT) se utilizd el enzima M-MLV

Transcriptasa Reversa. En un volumen total de 20 ul se mezclaron 2 pg de RNA, 1 ul de oligo
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dT y 1 ul de dNTPs 10 mM, se incubaron durante 5 minutos a 65 °C y posteriormente en hielo
durante 3 minutos. A continuacion se afiadieron 4 pl de tampon First-Strand buffer, 2 ul de
DTT 0,1 M y 1 pl de RNaseOUT Inhibitor. La mezcla se incubo durante 2 minutos a 37 °C, se
afiadio 1 pl de la transcriptasa reversa y se incub0 durante 50 minutos a 37 °C. Finalmente, se

inactivo el enzima a 70°C durante 15 minutos.

4.15.2. PCR en tiempo real

Para el analisis cuantitativo de la expresion de los niveles de RNA de los
oligonucledtidos correspondientes se utilizo el método de la PCR en tiempo real (qPCR) con el
reactivo Power SYBR® Green PCR Master Mix, en un sistema ABI Prism 7300 (Applied
Biosystems). Para realizar la PCR cuantitativa se prepard la siguiente mezcla de reaccion en un
volumen total de 10 pl por pocillo: 5 pul de SYBR Green, 0,5 pl de la mezcla de
oligonuclétidos sentido y antisentido (10 uM) y 4,5 ul de cDNA (diluido 1:5). Las condiciones

de la reaccion de PCR fueron las siguientes:

Ciclos Duraciéon Temperatura
1 2 min 50°C
1 10 min 95°C
40 15s 95°C
1 min 60°C

Tabla 4.1. Condiciones de la reaccion de PCR en tiempo real.

A estas condiciones se afiadié un paso adicional que es la curva de disociacion, que
indica la correcta y especifica amplificacion del producto, asi como su homogeneidad. Cada
muestra se analizo por triplicado y la expresion relativa de los genes fue calculada utilizando el
método 22T, Para calcular el incremento en los niveles de RNAm, el cambio en el ciclo
umbral (CT) de cada gen fue calculado restando a su ciclo umbral el ciclo umbral de la ACTB
que acttia como control interno. E1 ACT de las réplicas fue calculado haciendo un promedio de
los valores CT de cada una de ellas. Los cambios en la expresion génica fueron definidos de
una manera biologicamente significativa. Asi, los valores de cambio de expresion mayores que
1 indican regulacion positiva, y se expresaron como x veces de incremento (227) relativizadas
al grupo control. Por el contrario, los valores de cambio de expresion menores de 1 indican
regulacion negativa, y se expresaron como el inverso negativo de 24T relativizadas al grupo

control. En nuestros resultados se eligieron aquellos cambios de expresion con respecto al
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control >1,95 para indicar una regulacion positiva del gen, mientras que se eligieron cambios

de expresion <-1,95 para indicar una regulacion negativa.

4.15.3. RT-qPCR Array

La RT-PCR en tiempo real es un método altamente sensible y fiable para el analisis de
la expresion génica. Sin embargo, los RT-gPCR Arrays combinan el rendimiento de la RT-
PCR en tiempo real y la capacidad de los microarrays de detectar la expresion simultanea de
una amplia gama de transcritos, permitiendo estudiar la expresion de muchos genes
simultdneamente. Estos arrays estan disefiados principalmente para analizar paneles de genes

relacionados con enfermedades o implicados en determinadas rutas bioquimicas.

En nuestro caso, se utilizd el kit denominado R7? Profiler™ PCR Array Human Cell
Death PathwayFinder, que nos permitid analizar el RNAmM de 84 genes importantes
implicados en los mecanismos de muerte celular apoptosis, autofagia y necrosis (mostrados en

la

Tabla 3.4 en Materiales). Ademas, el array contiene oligonucleotidos para el analisis de
5 genes cuya expresion no se ve modificada, utilizados para la normalizacion de los datos
(ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 y RPLPO).

Los arrays se llevaron a cabo a partir de los cDNAs obtenidos por transcripcion reversa
del RNAm extraido de las células segun el método explicado en el apartado 4.13.1. Una vez
obtenido el cDNA, se afiadieron 91 ul de agua libre de RNasas a cada muestra. Para realizar la
PCR cuantitativa se pepard la siguiente mezcla de reaccion por cada placa de array de 96
pocillos utilizada: 1350 ul de Power SYBR® Green PCR Master Mix, 102 ul de cDNA y 1248
ul de agua libre de RNasas, en un volumen total de 2700 pl. Se pipetearon 25 pL de mezcla de
reaccion por pocillo, y la placa se sellé herméticamente con tiras dpticas individuales (de 8
pocillos cada una). Las placas fueron centrifugadas durante 1 minuto a 1000 g a temperatura
ambiente, y colocadas en hielo hasta el momento de realizar la PCR cuantitativa. Esta se
realizd en un sistema ABI Prism 7300 (Applied Biosystems) segun las instrucciones del

proveedor y en las siguientes condiciones:

Ciclos Duracién Temperatura
1 10 min 95°C
40 15s 95°C
1 min 60°C

Tabla 4.2. Condiciones de la reaccion de PCR en tiempo real para los RT-qPCR arrays.
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A estas condiciones se afiadio el paso adicional de la curva de disociacion. La
expresion relativa de los genes fue calculada utilizando el método 22T, y los cambios en los
niveles de expresion de RNAm se expresaron como se indica en el apartado anterior (4.15.2.).
Un esquema de la técnica se observa en la Figura 4.3, y una representacion de la placa de array
de 96 pocillos, en la Figura 4.4.

Cultivo celular

Extraccion de RNA (TRI-Reagent)
Eliminacion de DNA genémico
Limpieza de RNA

Anadir cDNA a Power SYBR®
Green PCR Master Mix

v
J
i Sintesis de cDNA (RT)
!
v
J

¥ Alicuotar la mezcla en el
o -i"-" RT? Profiler PCR Array

Realizar PCR en tiempo real
y analisis de los datos

0 4 3 12 16 0 4 28 32 36 0O

Figura 4.3. Esquema del procedimiento del RT-qPCR Array.
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H HK1 'HK2 'HK3 'HK4 HK5 GDC | RTC ' RTC | RTC 'PPC 'PPC (PPC

Figura 4.4. Placa de array de 96 pocillos del kit utilizado RT? Profiler™ PCR Array Human Cell Death
PathwayFinder™. Los nimeros del 01 al 84 sefialan los pocillos con los oligonucleétidos liofilizados para
los 84 genes de interés; HK1-HK5: genes para la normalizacién de los datos (housekeeping genes); GDC:
control de DNA genomico (genomic DNA control); RTC: control de transcripcion reversa (reverse
transcription control); PPC: control positivo de PCR (positive PCR control).

4.16. Analisis estadistico

Los datos se presentaron como la media = S.E.M. (error estandar de la media). Las
posibles diferencias entre ellos se estimaron mediante el test paramétrico t de Student (de datos
desapareados y dos colas).

Los datos de los ensayos de reduccion de MTT fueron analizados mediante un analisis
de la varianza de una via (ANOVA), seguido de un test de Student-Newman-Keuls. Los datos
de los ensayos del cometa, debido a que el parametro momento de cola Olive no sigue una
distribucion normal, fueron analizados mediante una prueba U de Mann-Whitney para cada
una de las réplicas realizadas. A continuacion se realizaron pruebas t de Student de datos

pareados con las medias de los valores promedio de las réplicas.

En todos los casos se consideraron estadisticamente significativas las diferencias
cuando el p valor fue <0,05. El analisis estadistico se llevo a cabo empleando los programas
GraphPad Prism (GraphPad software) y SigmaStat 3.1 (Systat Software).
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5. RESULTADOS
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5.1. Efecto de los inhibidores de topoisomerasa ll: mitoxantrona y
doxorrubicina

La mitoxantrona y la doxorrubicina son agentes quimioterapeuticos inhibidores de la
topoisomerasa Il (TOP2), de tipo no catalitico. Estos compuestos son agentes intercalantes del
DNA que provocan su compactacion y la induccion de roturas mediante la generacion de
complejos covalentes DNA-TOP2. En algunos casos, ademas, se pueden generar radicales
libres. Los complejos DNA-TOP2 formados inhiben la correcta actividad de la TOP2,
alterando los procesos de reparacion del DNA y generando roturas de cadena sencilla y de

doble cadena.

La mitoxantrona se intercala en el DNA, inhibiendo la sintesis del mismo y provocando
un bloqueo del ciclo celular en la fase S tardia (Faulds et al, 1991). La doxorrubicina, actuando
de manera similar, produce un blogueo del ciclo en la fase Go/M (Shaheen et al, 2011). Ambos
farmacos provocan roturas en el DNA y la consiguiente muerte de las células, aunque los

mecanismos moleculares implicados continian siendo desconocidos.

Con el objetivo de evaluar la accién de la mitoxantrona y la doxorrubicina en la linea
celular tumoral de prostata PC-3, realizamos una serie de ensayos para determinar tanto la
viabilidad celular como los efectos sobre el ciclo celular, asi como el estudio de roturas en el

DNA tras el tratamiento con concentraciones crecientes de ambos farmacos.

5.1.1. La mitoxantrona y la doxorrubicina inducen una citotoxicidad
dependiente de la concentracion

Los estudios de viabilidad celular se llevaron a cabo mediante el ensayo de reduccion
del MTT. Para ello, las celulas PC-3 se incubaron durante 72 horas con concentraciones
crecientes de mitoxantrona (0,003-5 uM) 6 doxorrubicina (0,003-5 uM). Tras la lectura de las
placas de cultivo en el espectrofotdmetro, se determind el porcentaje de células viables a las
distintas concentraciones ensayadas. Como se puede observar en la Figura 5.1, la mitoxantrona
y la doxorrubicina producen una disminucién en el nimero de células metabdlicamente activas
que es dependiente de la concentracion. La incubacion con mitoxantrona durante 72 horas (A)
redujo el nimero de células a un 20 y 13% a las concentraciones de 3 y 5 uM, respectivamente.
La reduccién del namero de células se hizo significativa con respecto al control a partir de una
concentracion de 0,01 uM, con valores de p < 0,05 y 0,001. Por otra parte, el tratamiento con

doxorrubicina durante el mismo tiempo de incubacion (B) redujo el nimero de células a un 18
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y 17% a las concentraciones de 3 y 5 puM, respectivamente. La reduccion del nimero de
células se hizo significativa con respecto al control a partir de una concentracion de 0,003 uM,

con valores de p < 0,05y 0,001.

A partir de los porcentajes de células viables obtenidos a las distintas concentraciones
ensayadas se calcularon, mediante el programa CompuSyn, los valores de EC50 (concentracion
a la que se obtiene el 50% del efecto) para cada farmaco. Como se puede observar en la Tabla

5.1, el EC50 para la mitoxantrona es de 0,36+/-0,04 uM, y para la doxorrubicina es de 0,14+/-

0,03 uM.
A Mitoxantrona B Doxorrubicina
100+ 100-
r:; ? 80 ‘::5 ?5? 80-
88 88
o 2 60+ o 2 604
g5 g5
E S 40+ E < 404
S S X
> 20 > 20
0 T T T T T T T G T T T T T T T
0 0.003 0.01 0.03 0.1 03 1 3 10 0 0.003 0.01 0.03 0.1 03 1 3 10
Mitoxantrona (LM) Doxorrubicina (uM)

Figura 5.1. La mitoxantrona y la doxorrubicina presentan una citotoxicidad que es dependiente de la
concentracion. Curvas dosis-respuesta de células PC-3 tratadas con concentraciones crecientes de: A)
mitoxantrona (0,003-5 uM) 6 B) doxorrubicina (0,003-5 uM) durante 72 horas, obtenidas mediante el ensayo
de reduccion del MTT. En las graficas se representa el porcentaje de células viables o metabdlicamente
activas, medido como tanto por cierto de absorbancia con respecto a las células control.

Farmacos EC50 - Citotoxicidad (uM)
Mitoxantrona 0,36 +/- 0,04
Doxorrubicina 0,14 +/- 0,03

Tabla 5.1. Valores de EC50 para la mitoxantrona y la doxorrubicina, determinados tras el ensayo de
reduccion del MTT. Valores de EC50 para la mitoxantrona y la doxorrubicina determinados a partir de los
porcentajes de células viables obtenidos en los ensayos de reduccién del MTT, mediante el programa
CompuSyn. En la tabla se representan los valores de EC50 obtenidos +/- el error estdndar de la media.

5.1.2. La mitoxantrona y la doxorrubicina alteran la progresion del
ciclo celular

A continuacion se determino si el efecto citotdxico producido por la mitoxantrona y la
doxorrubicina estaba acompafiado de alteraciones durante el ciclo celular de las células

tratadas. Los estudios se llevaron a cabo con cultivos asincrénicos y cultivos sincronizados.
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5.1.2.1. La mitoxantrona bloquea el ciclo celular en fase S

Las células PC-3 se trataron con mitoxantrona 0,5, 1 y 2 uM durante 24 horas vy, tras
ser procesadas segun el protocolo de Vindelov, fueron analizadas por citometria de flujo
(Figura 5.2). Los resultados muestran que la mitoxantrona (0,5 y 1 uM) incrementa el
porcentaje de células en fase S del 19,93% al 61,74% y 53,39%, respectivamente. Por el
contrario, el porcentaje de células en fase Go/Gi1 y G2/M disminuye considerablemente.
Concentraciones mayores de mitoxantrona (2 uM) incrementan tanto el porcentaje de células
en fase S (32,85%) como el porcentaje de células en fase Go/G1 (43,01%).

=]
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12,66 m 12,032 12'712 - Sub GO
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34,33 12,53 21,18 43,01
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Mitoxantrona 1uM Mitoxantrona 2uM

Figura 5.2. Efecto de la mitoxantrona en el ciclo celular de células PC-3. A) Histogramas de células PC-3
control o tratadas con mitoxantrona 0,5, 1 6 2 uM durante 24 horas, obtenidos tras procesamiento segun el
protocolo de Vindelov y analisis por citometria de flujo. En los histogramas se representan las fases del ciclo
celular: Sub Gy (células hipodiploides), Go/G1, S 6 G2/M. B) Cuantificacién de los histogramas, en la que se
representa el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular.

Para corroborar los resultados observados anteriormente se realiz6 un analisis Western
de los extractos celulares en los que se determind la presencia de ciclina B1, como marcador de
fase G2/M, e histona H3 fosforilada en Serl0, como marcador de mitosis. Se utilizo el
tratamiento con vincristina 0,1 uM y paclitaxel 0,1 pM como controles positivos de células
bloqueadas en mitosis. Los resultados (Figura 5.3) mostraron que las células tratadas con

mitoxantrona no alcanzan la fase de mitosis.
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Figura 5.3. Estudio de ciclina B1 y de histona H3 fosforilada en células tratadas con vincristina,
paclitaxel o mitoxantrona. A) Analisis Western de ciclina B1 e histona H3-P en extractos celulares
obtenidos tras el tratamiento durante 24 horas con mitoxantrona 0,5, 1 6 2 uM. Se utiliz6 actina como control
de carga, asi como vincristina 0,1 uM y paclitaxel 0,1 uM como controles positivos de mitosis. B y C)
Cuantificacion de las bandas de ciclina B1 e Histona H3-P.

El analisis por citometria de flujo de células tratadas con mitoxantrona durante 48
horas puso de manifiesto que a concentraciones entre 0,5 y 2uM la mitoxantrona induce un
aumento en el porcentaje de células en fase S, que en el caso de las concentraciones mas altas
se vio acompafiado por un aumento en el porcentaje de fragmentos celulares o células
hipodiploides (Sub Go) (datos no mostrados).

5.1.2.2. Efecto de la mitoxantrona en células sincronizadas

Las células que crecen en un cultivo pueden encontrarse en cualquier fase del ciclo
celular, por lo que para poder estudiar con mas detalle el efecto de un farmaco se puede
realizar una sincronizacion de las mismas. Asi, se llevo a cabo un estudio del efecto de la
mitoxantrona en un cultivo celular sincronizado al comienzo de la fase S, mediante un doble
blogueo con timidina, y se analizé su ciclo celular tras eliminar dicho bloqueo. Mediante esta
sincronizacion, las células se encuentran al comienzo de la fase S del ciclo (considerado como
tiempo Oh), progresando posteriormente el ciclo celular durante las horas siguientes tras la
retirada de la timidina. Tras esta retirada, las células fueron tratadas en ausencia (control) o

presencia de mitoxantrona 2 uM y recogidos los extractos celulares correspondientes cada hora
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durante 13 horas. Al realizar un analisis por citometria de flujo de las distribuciones de las
diferentes fases del ciclo celular, observamos que la mitoxantrona produce un bloqueo del
ciclo en la fase S (Figura 5.5), mientras que las células control tardan aproximadamente 13
horas en alcanzar la fase de mitosis para reiniciar un nuevo ciclo (fase Go/G1) (Figura 5.4).
Tras la liberacion del blogueo con timidina, las células control salen de la fase S y van
completando el ciclo celular, hasta recuperar una distribucién normal a las 13 horas (63,6% en
Go/Gy, 6,8% en Sy 19,5% en Go/M) (Figura 5.4). Sin embargo, las células tratadas con
mitoxantrona experimentan una acumulacion en fase S con porcentajes de entre el 41 y 64%,
que se extiende a lo largo de las 13 horas de tratamiento. (Figura 5.5). Los resultados fueron
muy similares con una concentracion de mitoxantrona de 0,5 uM (datos no mostrados). Estos

datos confirman que la mitoxantrona bloquea la progresion del ciclo celular en la fase S.
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Figura 5.4. Analisis del ciclo celular en células sincronizadas control. A) Evolucién del ciclo celular en
células PC-3 sincronizadas control entre 0 y 13 horas tras la eliminacion del bloqueo con timidina. Se
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muestran los histogramas correspondientes a las horas impares, obtenidos tras procesamiento y analisis por
citometria de flujo. B) Cuantificacion de los histogramas, en la que se representa el porcentaje de células en
cada fase del ciclo celular.
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Figura 5.5. Analisis del ciclo celular en células sincronizadas y tratadas con mitoxantrona. A)
Evolucidn del ciclo celular en células PC-3 sincronizadas y tratadas con mitoxantrona 2 uM entre 0 y 13
horas tras la eliminacion del bloqueo con timidina. Se muestran los histogramas correspondientes a las horas
impares, obtenidos tras procesamiento y analisis por citometria de flujo. B) Cuantificacion de los
histogramas, en la que se representa el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular.

El anélisis del ciclo celular se complement6 con un analisis Western de los extractos
celulares en los que se determind la presencia de ciclina A, como marcador de fase S/G», e
histona H3 fosforilada en Serl0, como marcador de mitosis. Los resultados (Figura 5.6)
mostraron que en las células control los niveles de ciclina A (Figuras A y C) aumentan
progresivamente hasta las 10 horas, donde se alcanza el méaximo, indicando que, en dicho
momento las células se encuentran en fase G del ciclo celular. Por lo que respecta a la histona

H3-P (Figuras A y D), su nivel es practicamente nulo hasta las 9 horas pero aumenta
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notablemente desde las 10 hasta las 13 horas, coincidiendo este ultimo intervalo con la salida
de las celulas de la fase G2 y con la disminucién de la expresion de ciclina A. Por el contrario,
en las células tratadas con mitoxantrona 2 uM, se observa un aumento progresivo en los
niveles de expresion de ciclina A hasta las 13 horas, donde presenta el maximo de expresion
(Figuras B y C), confirmando la parada en fase S. Los niveles de histona H3-P (B y D)

permanecen muy bajos durante las 13 horas de tratamiento, indicando que las células no entran

en mitosis.
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Figura 5.6. Expresion de ciclina A y fosforilacion de histona H3 en células sincronizadas. Analisis
Western de ciclina A e histona H3-P en extractos celulares obtenidos a partir de células PC-3 sincronizadas
control (A) o tratadas con mitoxantrona 2 UM (B). Se utilizd actina como control de carga, y extracto de
células tratadas con vincristina 0,1 puM (VC) como control de células bloqueadas en mitosis. C)
Cuantificacién de las bandas de ciclina A. D) Cuantificacion de las bandas de histona H3-P.

5.1.3. La mitoxantrona inhibe la fosforilacion de p54"™®

Al final de la fase S tiene lugar la formacion del complejo Cdk1-ciclina A, que junto
con el complejo Cdk2-ciclina A, fosforila distintas proteinas implicadas en la transicion S-Go.
Durante la fase G2 de ciclo celular las ciclinas de tipo A son degradadas por el proteasoma,
mientras que las ciclinas B son sintetizadas activamente. Como consecuencia, Cdk1 se une a la
ciclina B, para iniciar el proceso de mitosis. El complejo Cdk1-ciclina B es capaz de fosforilar
a mas de 70 sustratos, implicados en numerosos procesos regulatorios y estructurales que
controlan la correcta progresion de la mitosis (Malumbres & Barbacid, 2005). Asi, por

ejemplo, p54™™ es una proteina nuclear fosforilada por Cdk1 durante la mitosis (Proteau et al,
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2005). p54™, también conocida como NonO, es un factor nuclear que participa en el
“splicing” del mRNA (Kameoka et al, 2004; Shav-Tal & Zipori, 2002). Estudios previos en
nuestro laboratorio (Casado et al, 2009) demostraron que los farmacos antimitéticos vincristina
y paclitaxel inducen la fosforilacion de p54™ en células HelLa, y que la parada del ciclo en fase

G2/M inducida por éstos es requerida para que tenga lugar dicha fosforilacion.

El blogueo del ciclo en fase S inducido por farmacos como los inhibidores de TOP2
impide la entrada de las células en mitosis, por lo que decidimos estudiar el efecto de la
mitoxantrona sobre la fosforilacion de p54™™. Para ello, se incubaron células PC-3 durante 24
horas con mitoxantrona 2 puM, y los extractos proteicos obtenidos fueron estudiados por

electroforesis bidimensional (2DE) y analisis Western de p54™ (Figura 5.7).

Como control positivo de mitosis se utilizaron células PC-3 tratadas durante 24 horas
con vincristina 0,1 uM y paclitaxel 0,1 uM, cuyos extractos celulares fueron procesados de la
misma manera. El analisis Western (A y B) mostro la aparicion de 3 formas acidas de p54™®
(manchas 4, 6 y 7) y la intensificacion de la mancha 5 tras el tratamiento con vincristina y
paclitaxel. Para confirmar que p54™ se fosforila se llevo a cabo un tratamiento de los extractos
celulares con una fosfatasa inespecifica. Los extractos proteicos de células control o células
tratadas con vincristina 0,1 uM durante 24 horas se incubaron con fosfatasa A (una fosfatasa
obtenida de células de E. coli infectadas con el bacteriéfago L) y analizados en paralelo. En la
Figura C se observa que la desfosforilacion “in vitro” realizada por la fosfatasa A provoca la

desaparicion de las formas inducidas por el tratamiento.

El analisis de p54™™ en células tratadas con mitoxantrona (D) mostr6 claramente que la

mitoxantrona inhibe la fosforilacion de p54™® al impedir la entrada de las células en mitosis.
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Figura 5.7. Efecto de vincristina, paclitaxel y mitoxantrona sobre la fosforilacion de la proteina nuclear
p54™®, Los extractos proteicos de células PC-3 tratadas durante 24 horas con: A) vincristina 0,1 uM, B)
paclitaxel 0,1 uM, C) vincristina 0,1 uM Yy tratados posteriormente con fosfatasa A (A-Fosfatasa) o D)
mitoxantrona 2 uM, fueron separados por electroforesis bidimensional y procesados para analisis Western de
la proteina p54™. Las flechas indican las diferentes formas de la proteina.

5.1.4. La doxorrubicina bloquea el ciclo celular en fase G2/M

Para estudiar si el efecto citotoxico de la doxorrubicina estd acompafiado por
alteraciones en el ciclo celular se trataron células PC-3 con doxorrubicina 0,5, 1 y 2 uM
durante 24 horas. Tras ser procesadas segun el protocolo de Vindelov las células fueron
analizadas por citometria de flujo (Figura 5.8). Los resultados muestran que la doxorrubicina
(0,5 y 1 uM) incrementa el porcentaje de células en fase Go/M del 28,53% al 61,82% y
44,71%, respectivamente, mientras que el porcentaje de células en fase Go/G: disminuye
considerablemente. No obstante, a medida que aumenta la concentracion de doxorrubicina se

incrementa también el porcentaje de células blogueadas en fase S.
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Figura 5.8. Efecto de la doxorrubicina en el ciclo celular de células PC-3. A) Histogramas de células PC-
3 control o tratadas con doxorrubicina 0,5, 1 6 2 uM durante 24h, obtenidos tras procesamiento y analisis por
citometria de flujo. En los histogramas se representan las fases del ciclo celular: Sub Gy (células
hipodiploides), Go/G1, S 6 G2/M. B) Cuantificacién de los histogramas, en la que se representa el porcentaje
de células en cada fase del ciclo celular.

5.1.5. La mitoxantrona y la doxorrubicina generan roturas en el DNA

Los farmacos inhibidores de la TOP2 tienen una importante incidencia en el
metabolismo del DNA, que se refleja en un aumento en el nimero de roturas producidas en el

mismo.

Para determinar la generacion de roturas en el DNA realizamos el ensayo del cometa
en condiciones alcalinas. En este ensayo se realizan electroforesis de células individuales que
permiten evaluar el dafio en el DNA, detectando roturas de cadena simple, roturas de cadena
doble y lesiones de sitios sensibles al medio alcalino. Es una técnica electroforética basada en
la capacidad de los fragmentos de DNA desnaturalizados y rotos de migrar fuera del nucleo
bajo la influencia de un campo eléctrico, mientras que el DNA intacto migra mas lento y se
mantiene dentro de los limites del nucleo. Estas migraciones se producen bajo una forma
caracteristica similar a la cola de un cometa y su evaluacion permite detectar el nivel de
generacion de roturas del DNA. El parametro representativo del dafio inducido en las células
utilizado en este ensayo fue el momento de la cola, definido como el producto entre la longitud

de la colay el porcentaje de DNA en la cola (ver Métodos).

Para estudiar este efecto se incubaron células PC-3 con mitoxantrona (0,1, 0,5 y 2 uM)
0 doxorrubicina (0,1, 0,25 y 1 uM) durante 24 horas. Como se ha descrito anteriormente, estas

concentraciones son toxicas para las células PC-3. Tras el procesamiento de las células como
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se describe en Métodos, las muestras fueron tefiidas con SYBR Green y la fluorescencia
visualizada por microscopia (Figura 5.9 y 5.10). Las imagenes capturadas y mostradas en la
Figura 5.9A corresponden a las células tratadas con mitoxantrona, donde se observan colas
largas y visibles de los cometas con respecto a las células control, cuya longitud incrementa a
medida que aumenta la concentracion del farmaco, indicativo de dafio sustancial en el DNA. El
analisis cuantitativo con el programa Komet 5.0 (Figura 5.9B) mostro la diferencia entre la
media del momento de la cola de las células tratadas con mitoxantrona y la media del momento
de la cola de las células control, que solamente presentan un pequefio dafio espontaneo del
DNA.
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Figura 5.9. Imagenes y valores del momento de cola Olive obtenidos tras el ensayo cometa alcalino de
células tratadas con mitoxantrona. A) Imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de
células PC-3 tratadas con mitoxantrona 0,1, 0,5 6 2 uM durante 24 horas, sometidas a lisis, desnaturalizacién
del DNA, electroforesis en condiciones alcalinas y tefiidas posteriormente con SYBR Green. B) Valores del
momento de cola Olive obtenidos tras la cuantificacion de la sefial de fluorescencia de cada célula mediante
el programa Komet 5.0 Las barras indican el error estdndar de la media. Los datos representan la media +/-
SEM de experimentos realizados al menos en duplicado.

La Figura 5.10 muestra los resultados obtenidos tras el tratamiento con doxorrubicina.

Estos resultados demuestran que la mitoxantrona y la doxorrubicina generan roturas en

el DNA, lo que muy probablemente contribuye a la citotoxicidad observada.
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Figura 5.10. Imagenes y valores del momento de cola Olive obtenidos tras el ensayo cometa alcalino de
células PC-3 tratadas con doxorrubicina. A) Iméagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia
de células PC-3 tratadas con doxorrubicina 0,1, 0,25 6 1 uM durante 24 horas, y procesadas como en la
Figura 5.9. B) Valores del momento de cola Olive obtenidos tras la cuantificacion de la sefial de fluorescencia
de cada célula mediante el programa Komet 5.0. Las barras indican el error estdndar de la media. Los datos
representan la media +/- SEM de experimentos realizados al menos en duplicado.

5.2. Efecto de farmacos antimitéticos: vincristina y paclitaxel

5.2.1. La vincristina y el paclitaxel inducen una citotoxicidad

dependiente de la concentracion

La vincristina y el paclitaxel son compuestos utilizados actualmente en quimioterapia
gue inducen un bloqueo mitético de las células y la posterior muerte de las mismas. Con el
objetivo de evaluar el efecto de la vincristina y el paclitaxel en la linea celular PC-3 se llevaron
a cabo, en primer lugar, estudios de viabilidad celular mediante el ensayo de reduccién del
MTT.

Las células se incubaron durante 72 horas con concentraciones crecientes de vincristina
(1-100 nM) ¢ paclitaxel (1-100 nM) y se determind el porcentaje de células viables a las
distintas concentraciones ensayadas. Como se puede observar en la Figura 5.11, la vincristina y
el paclitaxel producen una disminucion en el ndmero de células metabolicamente activas
dependiente de la concentracion. La incubacion con vincristina durante 72 horas (A) redujo el
numero de células a un 14 y 10% a las concentraciones de 30 y 100 nM, respectivamente. La
reduccién del nimero de células se hizo significativa con respecto al control a partir de una

concentracion de 1 nM con valores de p < 0,001. Por otra parte, el tratamiento con paclitaxel
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durante el mismo tiempo de incubacion (B) redujo el numero de células a un 17 y 12% a las
concentraciones de 30 y 100 nM, respectivamente. La reduccion del nimero de células se hizo
significativa con respecto al control a partir de una concentracion de 2 nM, con valores de p <
0,001.

A partir de los porcentajes de células viables obtenidos a las distintas concentraciones
ensayadas se calcularon, mediante el programa CompuSyn, los valores de EC50 para cada
farmaco. Como se puede observar en la Tabla 5.2, el EC50 para la vincristina es de 1,33+/-0,14

uM vy para el paclitaxel es de 5,87+/-0,77 uM.
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Figura 5.11. La vincristina y el paclitaxel reducen el nimero de células metabélicamente activas de
forma dependiente de la concentracion. Curvas dosis-respuesta de células PC-3 tratadas con
concentraciones crecientes de: A) vincristina (1-100 nM) 6 B) paclitaxel (1-100 nM) durante 72 horas,
obtenidas mediante el ensayo de reduccién del MTT. En las gréaficas se representa el porcentaje de células
viables 0o metabdlicamente activas, medido como tanto por cierto de absorbancia con respecto a las células
control. Las barras indican el error estandar de la media.

Farmacos EC50 - Citotoxicidad (uM)
Vincristina 1,33 +/- 0,14
Paclitaxel 587 +/- 0,77

Tabla 5.2. Valores de EC50 para la vincristina y el paclitaxel, determinados tras el ensayo de
citotoxicidad. Valores de EC50 para la vincristina y el paclitaxel determinados a partir de los porcentajes de
células viables obtenidos en los ensayos de reduccion del MTT, mediante el programa CompuSyn. En la tabla
se representan los valores de EC50 obtenidos +/- el error estandar de la media.

5.2.2. La vincristina y el paclitaxel bloquean el ciclo celular en fase de
mitosis
A continuacion se determind si el efecto citotoxico producido por la vincristina y el

paclitaxel estaba acompafiado por alteraciones en el ciclo celular. Para ello, se trataron células

PC-3 con vincristina 0,1 puM 0 paclitaxel 0,1 uM durante 24 horas. Tras ser procesadas segun
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el protocolo de Vindelov, fueron analizadas por citometria de flujo (Figura 5.12). Los
resultados muestran que ambos farmacos incrementan el porcentaje de células en fase G./M,
del 27,47% al 76,9% en el caso de la vincristina y del 27,47% al 71,62% en el caso del
paclitaxel. Para determinar en qué fase concreta del ciclo (G2 6 M) tiene lugar el blogueo
inducido por estos farmacos, se realiz6 un andlisis Western de los extractos celulares en los
que se determind la presencia de ciclina B1 como marcador de fase G2/M, e histona H3
fosforilada como marcador de mitosis (Figura 5.13). Los resultados muestran que la vincristina

y el paclitaxel inducen el bloqueo de las células en mitosis.
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Figura 5.12. Efecto de la vincristina y el paclitaxel en el ciclo celular de células PC-3. A) Histogramas de
células PC-3 control o tratadas con vincristina 0,1 pM 6 paclitaxel 0,1 pM durante 24 horas, obtenidos tras
procesamiento segun el protocolo de Vindelov y analizados por citometria de flujo. En los histogramas se
representan las fases del ciclo celular: Sub Gy (células hipodiploides), Go/G1, S 6 G2/M. B) Cuantificacion de
los histogramas, en la que se representa el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular.
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Figura 5.13. Estudio de la expresion de ciclina B1 y de la fosforilacion de histona H3 en células PC-3
tratadas con vincristina o paclitaxel. A) Anélisis Western de ciclina B1 e histona H3-P en extractos
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celulares obtenidos tras el tratamiento durante 24 horas con vincristina 0,1 pM 6 paclitaxel 0,1 uM. Se utilizd
actina como control de carga. B) Cuantificacion de las bandas de ciclina B1. C) Cuantificacion de las bandas
de histona H3-P.

5.2.3. La vincristina induce la fosforilacion de eEF1By y Anxa2

Una de las consecuencias del bloqueo del ciclo celular en mitosis producido por la
vincristina y el paclitaxel es la fosforilacion de sustratos que, en condiciones normales, se
observan durante una mitosis normal. Asi, como se ha descrito anteriormente, la vincristina y
el paclitaxel inducen la fosforilacion de p54™ (Figura 5.7). Ademas de esta proteina, nos
propusimos estudiar el efecto de la vincristina sobre otras dos proteinas estudiadas previamente
en nuestro laboratorio y cuya fosforilacion se produce también durante la mitosis. Estas son el
factor de elongacion 1By (eEF1By) y la Anexina A2 (Anxa2) (Fernandez-Garcia et al, 2010;
Prado et al, 2007). El factor eEF1By es un factor de elongacion de la sintesis proteica que,
junto con el eEF1Ba y el eEF1BJ, forman el eEF1B encargado de intercambiar el GDP por
GTP del eEF1A para mantenerlo en su forma activa y transferir los aminoacil-tRNAs a los
ribosomas (Le Sourd et al, 2006). Por otra parte, la Anxa2 es una anexina que se une a
fosfolipidos de membrana de manera dependiente de calcio y que esta implicada en diferentes
procesos como la endocitosis y exocitosis (Lorusso et al, 2006), la organizacion de dominios
de membrana (Gerke & Moss, 2002) o la adhesion célula-célula (Mai et al, 2000).

Para estudiar si la vincristina induce la fosforilacion del eEF1By y de la Anxa2 se
trataron células PC-3 con vincristina 0,1 uM durante 24 horas. Los extractos proteicos
obtenidos fueron analizados por electroforesis bidimensional (2DE) y tincion con un reactivo
especifico de proteinas fosforiladas (Pro-Q Diamond). Entre las manchas en las que se observo
un aumento de la sefial tras el tratamiento con vincristina se procesaron dos para su analisis por
espectrometria de masas MALDI-ToF (ver Métodos). Las huellas peptidicas obtenidas y
analizadas con el programa Aldente, utilizando la base de datos Swiss-Prot, permitieron
identificar las manchas proteicas como eEF1By y Anxa2, con una valoracion (“score”

significativa de 83,11 y 23,35 respectivamente (Tabla 5.3).

Valoracién|Masa (Da) | Longitud (aa) pl Aciertos [ Cobertura| Nombre de la proteina|N° acceso| Gen [Abreviatura

Factor de elongacion | o561 | EppiG | eEF1BY
eucariotico 1By

83,11 49988 437 6,26 11 27%

23,35 38473 339 7,54 7 21% Anexina A2 P0O7355 | ANXA2 | Anxa2

Tabla 5.3. Proteinas modificadas tras el tratamiento con vincristina. Los extractos proteicos de células
PC-3 tratadas durante 24 horas con vincristina 0,1 uM fueron separados por electroforesis bidimensional y
los geles tefiidos con tincion fosfoespecifica Pro-Q Diamond. Las manchas proteicas de interés fueron
cortadas, digeridas con tripsina, analizadas por MALDI-ToF e identificadas con el programa Aldente. Los
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datos de cada fila corresponden a las proteinas identificadas eEF1By y Anxa2. Masa: Masa de la proteina en
Daltons. pl: punto isoeléctrico. Aciertos: nimero de péptidos identificados. Cobertura: porcentaje de la
proteina identificada. N° acceso: NUmero de acceso a la base de datos UniProt.

Para confirmar que el eEF1By y Anxa2 se fosforilan tras el tratamiento con vincristina
los extractos proteicos de células PC-3 tratadas con vincristina 0,1 uM durante 24 horas fueron
analizados por electroforesis bidimensional y andlisis Western (Figura 5.14). El andlisis
Western frente a eEF1By (A) mostro 4 formas proteicas en el control. Tras el tratamiento, la
forma maés acida (4) incremento su intensidad y aparecioé una nueva forma ain mas acida (5).
El analisis Western frente a Anxa2 (B) mostr6 3 formas proteicas en el control,
incrementandose la intensidad de la forma més &cida (3) y apareciendo una forma aln mas
acida (4) tras el tratamiento. Estos resultados apoyan la evidencia de que la vincristina induce
la fosforilacion del eEF1By y de Anxa2.

A Control Vincristina

W A A /A /A
WB: anti-eEF1B y WB: anti-Anx2

Control Vincristina

Figura 5.14. La vincristina induce la fosforilacion de las proteinas eEF1By y Anxa2. Los extractos
proteicos de células PC-3 tratadas durante 24 horas con vincristina 0,1 UM fueron separados por
electroforesis bidimensional y procesados para analisis Western de eEF1By y Anxa2. Las flechas indican las
diferentes formas encontradas de cada proteina.

5.2.4. La vincristina y el paclitaxel no generan roturas en el DNA

Para comparar las causas de la citotoxicidad inducida por la vincristina y paclitaxel con
la inducida por los inhibidores de TOP2 se estudi6 si se produce un aumento en el nimero de
roturas en el DNA. Para ello, se llevaron a cabo ensayos de cometa de células PC-3 tratadas
con vincristina 0,1 y 1 uM 6 con paclitaxel 0,1 y 1 uM, durante 24 horas. En la Figura 5.15 se
muestran las imagenes correspondientes obtenidas por microscopia de fluorescencia. En todos
los casos (B-E) las células tenian una apariencia similar a las células control (A). El analisis
cuantitativo del momento de la cola con el programa Komet 5.0 confirma que la vincristina y el

paclitaxel no inducen roturas en el DNA (F).
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Figura 5.15. Imagenes y valores del momento de cola Olive obtenidos tras el ensayo cometa alcalino de
células tratadas con vincristina o paclitaxel. A-E) Imagenes obtenidas mediante microscopia de
fluorescencia de células PC-3 tratadas con vincristina 0,1 y 1 uM 6 paclitaxel 0,1 y 1 uM durante 24 horas,
sometidas a lisis, desnaturalizacion del DNA, electroforesis en condiciones alcalinas y tefiidas posteriormente
con SYBR Green. F) Valores del momento de cola Olive obtenidos tras la cuantificacion de la sefial de
fluorescencia de cada célula mediante el programa Komer 5.0. Los datos representan experimentos realizados
al menos en duplicado.

5.3. Efecto de inhibidores de la reparacion del DNA: NU7026,
NU7441 y KU55933

El NU7026 y el NU7441 son compuestos sintéticos que inhiben especificamente a la
DNA-PK (Zhao et al, 2006). EI NU7026 potencia la citotoxicidad causada por los inhibidores
de TOP2 en células de leucemia (Willmore et al, 2004). Por su parte, el KU55933 es un
inhibidor potente y especifico de ATM (Hickson et al, 2004). Nosotros hemos estudiado si

estos compuestos tienen acciones tdxicas sobre las células PC-3.
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5.3.1. NU7026, NU7441 y KU55933 inducen una citotoxicidad
dependiente de la concentracion

Las células PC-3 se incubaron durante 72 horas con concentraciones crecientes de
NU7026 (0,5-50 puM), NU7441 (0,1-10 pM) 6 KU55933 (0,5-50 uM) y se determiné el
porcentaje de células viables a las distintas concentraciones ensayadas (Figura 5.16). Como se
puede observar en la figura, el NU7026 (A), NU7441 (B) y KU55933 (C) producen una
disminucion en el nimero de células metabdlicamente activas dependiente de la concentracion.
La incubacion con NU7026 y NU7441 durante 72 horas redujo el nimero de células a un 10%
y un 36%, respectivamente, a las concentraciones de 50 y 10 uM. Por su parte, el KU55933
redujo el numero de células a un 14 % a la concentracion de 50 uM. Los valores de EC50 para
cada farmaco obtenidos a partir de los porcentajes de células viables se muestran en la Tabla
5.4.

Las concentraciones de 10 pM para NU7026, 1 uM para NU7441 y 10 pM para
KU55933 resultaron ser no tdxicas y Optimas para la inhibicién de la DNA-PK y de ATM en
estudios previos con células de linfoma (Willmore et al, 2004; Zhao et al, 2006). Los
resultados de toxicidad que se acaban de describir indican que en el caso de las células PC-3
hay un comportamiento similar. Por ello, hemos elegido esas concentraciones para los estudios

de combinacion con estos inhibidores.
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Figura 5.16. Efecto de los compuestos NU7026, NU7441 y KU55933 en la viabilidad de las células PC-3.
Curvas dosis-respuesta de células PC-3 tratadas con concentraciones crecientes de: A) NU7026 (0,5-50 pM),
B) NU7441 (0,1-10 pM) 6 C) KU55933 (0,5-50 uM) durante 72 horas, obtenidas mediante el ensayo de
reduccion del MTT. En las graficas se representa el porcentaje de células viables o metabdlicamente activas,
respecto a las células control. Las barras indican el error estandar de la media.

Farmacos EC50 - Citotoxicidad (uM)
NU7026 15,04 +/- 0,55
NU7441 8,71 +/-1,21
KU55933 20,85 +/- 0,26

Tabla 5.4. Valores de EC50 obtenidos para NU7026, NU7441 y KU55933. Valores de EC50 para
NU7026, NU7441 y KU55933 determinados a partir de los porcentajes de células viables obtenidos en los
ensayos de reduccion del MTT, mediante el programa CompuSyn. En la tabla se representan los valores de

EC50 obtenidos +/- el error estandar de la media.

5.3.2. NU7026 y KU55933 bloquean levemente el ciclo celular en fase

Go/G1

Para estudiar si los inhibidores NU7026, NU7441 y KU55933 afectan al ciclo celular
se incubaron células PC-3 con NU7026 10 pM, NU7441 1 uM 6 KU55933 10 uM durante 24

horas. Tras ser procesadas segun el protocolo de Vindelov, las células fueron analizadas por

citometria de flujo (Figura 5.17). Los resultados muestran que NU7026 y KU55933 producen
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un incremento significativo del porcentaje de células en fase Go/G1 (del 38,5% al 55,7% en el
caso de NU7026 y del 38,5% al 50% en el caso del KU55933). EI NU7441, por su parte, no
produjo alteraciones en las fases del ciclo con respecto al control. Estos datos coinciden con
los resultados de baja citotoxicidad observados a estas concentraciones.

A =
B
E 10 vz 7 7 BN SubGO
B " 9 2 = 2 = GO/G1
. 31,7 d 22,7 ’ = s
= 14,8 17,9 [ G2/M
88 504|232 22,5 77 Fragmentos
L3 celulares
= 55,7 50,0
S 38,5 2
o
c
(3}

Control NU7026 NU7441 KU55933

NU7441 KU55933

Figura 5.17. Efecto del NU7026, NU7441 y KU55933 en el ciclo celular de células PC-3. A) Histogramas
de células PC-3 control o tratadas con NU7026 10 uM, NU7441 1 pM é KU55933 10 uM durante 24 horas,
obtenidos tras procesamiento segin el protocolo de Vindelov y analizados por citometria de flujo. En los
histogramas se representan las fases del ciclo celular; fase Sub G (células hipodiploides), Go/G1, S 6 G2/M.
B) Cuantificacion de los histogramas, en la que se representa el porcentaje de células en cada fase del ciclo
celular.

5.3.3. NU7026, NU7441 y KU55933 no generan roturas en el DNA

Como en los casos anteriores hemos estudiado si los inhibidores NU7026, NU7441 y
KU55933 generan roturas en el DNA. Para ello, se llevaron a cabo ensayos cometa en
condiciones alcalinas de células tratadas con NU7026 10 uM, NU7441 1 uM o KU55933 10
UM durante 24 horas. En la Figura 5.18 se muestran las imagenes correspondientes obtenidas
por microscopia de fluorescencia. Las Figuras B, C y D corresponden a imagenes
representativas de células tratadas con NU7026 10 uM, NU7441 1 uM y KU55933 10 uM,
respectivamente. Todas ellas mostraron una apariencia similar a las células control de la Figura
A. El andlisis cuantitativo del momento de la cola con el programa Komet 5.0 confirma que ni
los inhibidores de DNA-PK ni el inhibidor de ATM inducen roturas en el DNA.
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Figura 5.18. Imagenes y valores del momento de cola Olive obtenidos tras el ensayo cometa alcalino de
células tratadas con NU7026, NU7441 6 KU55933. A) Imagenes obtenidas mediante microscopia de
fluorescencia de células PC-3 tratadas con NU7026 10 uM, NU7441 1 uM 6 KU55933 10 uM durante 24
horas, sometidas a lisis, desnaturalizacion del DNA, electroforesis en condiciones alcalinas y tefiidas
posteriormente con SYBR Green. B) Valores del momento de cola Olive obtenidos tras la cuantificacion de la

sefial de fluorescencia de cada célula mediante el programa Komer 5.0. Los datos representan experimentos
realizados al menos en duplicado.

5.4. Efecto de la combinacion de inhibidores de TOP2 6 farmacos
antimitéticos con inhibidores de la reparacién del DNA

La principal hipdtesis planteada en este trabajo es que la inhibicion de la DNA-PK, que
es un enzima esencial en el sistema de reparacion de extremos no homologos (NHEJ) que
repara roturas de cadena doble del DNA, sensibilizaria las células PC-3 al efecto de agentes
inhibidores de TOP2 o de farmacos antimitéticos, potenciando asi su efecto y provocando una
mayor muerte celular. Para inhibir la DNA-PK utilizamos los compuestos NU7026 y NU7441,
a unas concentraciones con muy baja o nula toxicidad (10 pM y 1 pM, respectivamente).
Asimismo, se realizaron algunos estudios de inhibicion de ATM mediante el compuesto

KU55933 (10 uM), con el fin de evaluar igualmente si existe una potenciacion del efecto de
los farmacos.

5.4.1. Efecto de la combinacion de mitoxantrona y doxorrubicina con

inhibidores de DNA-PK y ATM en la viabilidad celular

Para evaluar los efectos de la inhibicion de la actividad de DNA-PK y de ATM, se

estudid previamente su activacion en células PC-3 tratadas con mitoxantrona.
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La activacion de la DNA-PK se determiné midiendo su autofosforilacion en el residuo
Ser2056. Para ello, se recogieron extractos de células tratadas con mitoxantrona 0,1 6 0,5 uM
durante 48 horas y se realizé un analisis Western de DNA-PK fosfolilada (p-DNA-PK). Como
se muestra en la Figura 5.19 A, tras el tratamiento con mitoxantrona se observé una clara sefial
de pDNA-PK, indicativo de la activacion de este enzima en respuesta al dafio en el DNA

inducido por el farmaco.

Por otra parte, se determiné la activacion de ATM midiendo la presencia de la proteina
fosforilada en el residuo Ser1981 (pATM) en extractos de células tratadas con mitoxantrona
0,3 6 1 uM durante 6 horas. Como se observa en la Figura 5.19 B, tras el tratamiento con el
farmaco se detecto la sefial, aunque mas tenue, de pATM, sugiriendo también la activacion de

este enzima tras el tratamiento.
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Figura 5.19. Estudio de la fosforilacion de DNA-PK y de ATM en respuesta al tratamiento con
mitoxantrona. Analisis Western de A) pDNA-PK y DNA-PK total, en extractos celulares obtenidos tras un
tratamiento de 48 horas con mitoxantrona 0,1 6 0,5 uM; B) pATM y ATM total, en extractos celulares
obtenidos tras un tratamiento de 6 horas con mitoxantrona 0,3 6 1 M. Mito: mitoxantrona.

A continuacion, se evaluo el efecto del tratamiento combinado de mitoxantrona con los
inhibidores de DNA-PK en la viabilidad celular. Para ello, se incubaron células PC-3 durante
72 horas con concentraciones crecientes de mitoxantrona (0,003-5 M) en presencia o ausencia
de NU7026 10 uM 6 NU7441 1 uM. Las curvas dosis-respuesta obtenidas se muestran en la
Figura 5.20. Como se puede observar en la Figura A, la mitoxantrona produjo una disminucion
en el nimero de células metabdlicamente activas dependiente de la concentracion. Al combinar
este farmaco con NU7026, se observé una reduccion significativa del nimero de células con

respecto al farmaco en solitario, con valores de p < 0,001. Asimismo, y en presencia de
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NU7441 (Figura B), los efectos fueron muy similares, reduciéndose significativamente la

viabilidad celular con respecto a las células tratadas con mitoxantrona (p < 0,05).

Los valores de EC50 para la mitoxantrona en solitario o en combinacion con los
inhibidores se recogen en la Tabla 5.5. Seglin estos valores, el NU7026 aumenta la
citotoxicidad de la mitoxantrona 12 veces (EC50 en presencia de NU7026 = 0,03+/-0,02;
P=0,0047) y NU7441, 18 veces (EC50 en presencia de NU7441 = 0,02+/-0,01; P=0,0031).
Estos datos muestran que NU7026 y NU7441 incrementan el efecto citotoxico de la

mitoxantrona en células PC-3.
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Figura 5.20. Efecto de la combinacion de mitoxantrona con NU7026 6 NU7441. Curvas dosis-respuesta
de células PC-3 tratadas con distintas concentraciones de mitoxantrona (0,003-5 uM) en presencia o ausencia
de: A) NU7026 10 uM 6 B) NU7441 1uM durante 72 horas, obtenidas mediante el ensayo de reduccion del
MTT. En las gréaficas se representa el porcentaje de células viables 0 metabélicamente activas, medido como
tanto por cierto de absorbancia con respecto a las células control. Las barras representan el error estandar de
la media.

Mitoxantorna Mitoxantorna + NU7026 | Mitoxantorna + NU7441
EC30 (uM) EC50 (uM) EC50 (uM)
0,36 +/- 0,04 0,03 +/- 0,027=000 0,02 +/- 0,01P=0:0031

Tabla 5.5. Valores de EC50 calculados para mitoxantrona en solitario o en combinacion con NU7026 y
NU7441. Valores de EC50 para mitoxantrona en presencia o ausencia de NU7026 y NU7441, determinados a
partir de los porcentajes de células viables obtenidos en los ensayos de reduccion del MTT mediante el
programa CompuSyn. En la tabla se representan los valores de EC50 obtenidos +/- el error estandar de la
media.

Por ultimo, se evalud el efecto del tratamiento combinado de doxorrubicina con los
inhibidores de DNA-PK. Para ello, se incubaron células PC-3 con concentraciones crecientes
del farmaco (0,003-5 uM) en presencia o ausencia de NU7026 10 uM o NU7441 1 uM. Tras

determinarse el porcentaje de células viables a las distintas concentraciones ensayadas, los

valores de EC50 calculados se recogieron en la Tabla 5.6. Aunque en las curvas dosis-
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respuesta se observo una disminucion en el nimero de células metabolicamente activas en el
tratamiento combinado con NU7026 (Figura 5.21, A), con diferencias significativas desde
0,003 UM hasta 0,1 uM (p < 0,05), los valores de EC50 para la doxorrubicina y para el
tratamiento combinado no mostraron diferencias estadisticamente significativas. Por otra parte,
la reduccion en el numero de células viables observada en el tratamiento combinado con
NU7441 (Figura 5.21, B) solamente resulto significativa a la concentracion de 0,03 uM (p <
0,05). Los valores de EC50 para la doxorrubicina y para doxorrubicina + NU7441, en este

caso, tampoco mostraron diferencias significativas.

De igual manera, se evalud el efecto del tratamiento combinado con el inhibidor de
ATM, en células tratadas con concentraciones crecientes de doxorrubicina (0,003-5 uM) en
presencia o ausencia de KU55933 10 uM (Figura 5.21, C). De nuevo, se observe una
reduccion de la viabilidad celular a concentraciones bajas de doxorrubicina, pero, los valores

de EC50 calculados no mostraron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 5.6).
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Figura 5.21. Efecto de la combinacién de doxorrubicina con NU7026, NU7441 6 KU55933. Curvas

dosis-respuesta de células PC-3 tratadas con distintas concentraciones de doxorrubicina (0,003-5 uM) en
presencia o ausencia de: A) NU7026 10 uM, B) NU7441 1uM, C) KU55933 10 uM durante 72 horas,
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obtenidas mediante el ensayo de reduccion del MTT. En las graficas se representa el porcentaje de células
viables con respecto a las células control. Las barras representan el error estandar de la media.

Doxorrubicina Doxorrubicina + NU7026 | Doxorrubicina + NU7441 | Doxorrubicina + KU55933
EC50 (uM) EC50 (uM) EC50 (uM) EC50 (uM)
0,14 +/- 0,03 0,03 +/- 0,02"™ 0,03 +/- 0,01™ 0,03 +/- 0,01™

Tabla 5.6. Valores de EC50 calculados para la doxorrubicina en solitario o en combinacién con
NU7026, NU7441 6 KU55933. Valores de EC50 para la doxorrubicina en presencia o ausencia de NU7026,
NU7441 6 KU55933, determinados a partir de los porcentajes de células viables obtenidos en los ensayos de
reduccion del MTT mediante el programa CompuSyn. En la tabla se representan los valores de EC50
obtenidos +/- el error estandar de la media. ns= no significativo.

5.4.2. Efecto de la combinacion de vincristina y paclitaxel con
inhibidores de DNA-PK en la viabilidad celular

También hemos estudiado el efecto de inhibidores de DNA-PK en células tratadas

simultdneamente con farmacos antimitoticos.

Para ello, se incubaron células PC-3 durante 72 horas con concentraciones crecientes
de vincristina (1-100 nM) en presencia 0 ausencia de NU7026 10 uM 6 NU7441 1 uM. Tras
determinarse el porcentaje de células viables a las distintas concentraciones ensayadas (Figura
5.22), los valores de EC50 calculados se recogieron en la Tabla 5.7. Segun estos valores, el
NU7026 aumenta la citotoxicidad de la vincristina 44 veces (EC50 en presencia de NU7026 =
0,03+/-0,01; P=0,0025) y el NU7441, 3,5 veces (EC50 en presencia de NU7441 = 0,38+/-0,03;
P=0,0085). Estos datos muestran que NU7026 y NU7441 incrementan el efecto citotoxico de

la vincristina en células PC-3.

A Vincristina +/- NU7026 B Vincristina +/- NU7441
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Figura 5.22. Efecto de la combinacion de vincristina con NU7026 6 NU7441. Curvas dosis-respuesta de
ceélulas PC-3 tratadas con distintas concentraciones de vincristina (1-100 nM) en presencia o ausencia de: A)
NU7026 10 uM 6 B) NU7441 1uM, durante 72 horas, obtenidas mediante el ensayo de reduccion del MTT.
En las graficas se representa el porcentaje de células viables con respecto a las células control. Las barras
representan el error estandar de la media.
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Vincristina Vincristina + NU7026 Vincristina + NU7441
EC50 (uM) EC50 (uM) EC50 (uM)
1,33 +/- 0,14 0,03 +/- 0,017=0.0025 0,38 +/- 0,037=0.0085

Tabla 5.7. Valores de EC50 calculados para la vincristina en solitario o en combinacién con NU7026 y
NU7441. Valores de EC50 para vincristina en presencia o ausencia de NU7026 y NU7441, determinados a
partir de los porcentajes de células viables obtenidos en los ensayos de reduccion del MTT mediante el
programa CompuSyn. En la tabla se representan los valores de EC50 obtenidos +/- el error estandar de la
media.

De igual manera, se evalud el efecto del tratamiento combinado de paclitaxel con los
inhibidores de DNA-PK. Para ello, se incubaron células PC-3 con concentraciones crecientes
del farmaco (1-100 nM) en presencia 0 ausencia de NU7026 10 uM o NU7441 1 uM (Figura
5.23). Se puede observar que el NU7026 tiene un efecto citotoxico adicional a bajas
concentraciones de paclitaxel mientras que no se observa efecto del NU7441. Al calcular los
valores de EC50 (Tabla 5.8), los resultados mostraron que no hay diferencias estadisticamente

significativas ni en un caso ni en otro.
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Figura 5.23. Efecto de la combinacion de paclitaxel con NU7026 6 NU7441. Curvas dosis-respuesta de
células PC-3 tratadas con distintas concentraciones de paclitaxel (1-100 nM) en presencia o ausencia de: A)
NU7026 10 uM 6 B) NU7441 1uM, durante 72 horas, obtenidas mediante el ensayo de reduccion del MTT.
En las graficas se representa el porcentaje de células viables o metab6licamente activas, medido como tanto
por cierto de absorbancia con respecto a las células control. Las barras representan el error estdndar de la

media.
Paclitaxel Paclitaxel + NU7026 Paclitaxel + NU7441
EC50 (uM) EC50 (uM) EC50 (uM)
5,87 +/- 0,77 1,98 +/- 1,09™ 3,65 +/- 0,67™

Tabla 5.8. Valores de EC50 calculados para el paclitaxel en solitario o en combinacién con NU7026 y
NU7441. Valores de EC50 para el paclitaxel en presencia o ausencia de NU7026 y NU7441, determinados a
partir de los porcentajes de células viables obtenidos en los ensayos de reduccion del MTT mediante el
programa CompuSyn. En la tabla se representan los valores de EC50 obtenidos +/- el error estdndar de la
media.

96



RESULTADOS

En conclusion, los datos expuestos en este apartado y en el anterior indican que la
inhibicion de DNA-PK potencia los efectos citotoxicos de la mitoxantrona y de la vincristina
en células PC-3. Por eso, decidimos seleccionar la mitoxantrona como el agente para realizar
ensayos posteriores sobre estudio del efecto de las combinaciones con los inhibidores de DNA-
PK.

5.4.3. La combinacion de mitoxantrona con NU7026 6 NU7441 produce
un efecto sinérgico

El siguiente paso fue analizar si la combinacion de mitoxantrona con NU7026 6
NU7441 tiene efecto antagonista, aditivo o sinérgico. Para ello, se incubaron células PC-3
tratadas durante 72 horas con diferentes combinaciones de mitoxantrona y NU7026 6
mitoxantrona y NU7441, a una relacion constante de 1:10 en el primer caso y 1:2 en el
segundo. Los rangos de las concentraciones utilizadas para cada compuesto se basaron en los
ensayos de viabilidad celular anteriores. A partir de los resultados obtenidos, se aplico el
método de Chou-Talalay y la “ecuacion del efecto medio” para obtener los Indices de

Combinacion (CI) correspondientes a cada una de las combinaciones realizadas.

Como se muestra en la Figura 5.24, en las células tratadas con la combinacion de
mitoxantrona y NU7026 (A) se aprecia un efecto sinergico, con indices de combinacion por
debajo de 0,9. Los indices de combinacion obtenidos para el tratamiento de mitoxantrona y
NU7441 (B) también se encuentran en el rango del sinergismo, mostrando solamente una
tendencia hacia el antagonismo en la combinacion con la concentracion més elevada de cada

farmaco.

Estos ensayos también se realizaron con diferentes combinaciones de doxorrubicina y
NU7026 6 NU7441 a una relacion constante de 1:10 en el primer caso y 1:2 en el segundo, en
los que se observd un efecto sinérgico a bajas concentraciones de doxorrubicina (datos no

mostrados).
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Figura 5.24. Indices de combinacién para las combinaciones de mitoxantrona con NU7026 6 NU7441.
Representacion grafica de los indices de combinacién obtenidos a partir del método de Chou-Talalay y la
“ecuacion del efecto medio” para las combinaciones de mitoxantrona (0,05-5 uM) con NU7026 (0,5-50 pM)
6 con NU7441 (0,1-10 uM). Se muestran los intervalos entre los cuales se considera antagonismo (CI > 1,1);
aditividad (Cl entre 0,9 y 1,1) 6 sinergismo (CI1 < 0,9).

5.4.4. Efecto de la combinacion de mitoxantrona con NU7026, NU7441

6 KU55933 en el ciclo celular

Como hemos demostrado en el apartado 5.1.2., la mitoxantrona produce un bloqueo del
ciclo celular en la fase S. Para estudiar el efecto de la combinacion de mitoxantrona con estos
inhibidores, se trataron células PC-3 con mitoxantrona 0,1 6 0,3 UM en presencia o0 ausencia de
NU7026 10 uM, NU7441 1 uM 6 KU55933 10 uM durante 24 horas. Asimismo se trataron
células PC-3 con los inhibidores en solitario a las mismas concentraciones y tiempo. Los
resultados, analizados por citometria de flujo, estan recogidos en: Tabla 5.9, Tabla 5.10 y
Tabla 5.11.

Tras 24 horas de exposicion (el equivalente a un ciclo celular), la mitoxantrona 0,1 uM
produjo una acumulacion de células en fase Go/M (datos no mostrados), y este efecto fue mas
pronunciado tras el tratamiento con mitoxantrona 0,3 UM, bloqueando el ciclo celular en fase S
con un 41,8% de células en esta fase (Tabla 5.9). En combinacién con NU7026, el porcentaje
de células acumuladas en fase S aumentd de un 41,8% a un 46,2%. Ademas, el porcentaje de
células en fase Go/G1 incremento de un 6,2% a un 15,9%. En combinacion con NU7441 (Tabla
5.10), el porcentaje de células en fase Go/G1 aumento de manera muy similar, de un 6,2% a un
14,5%.
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Mitoxantrona Mitoxantrona +

Fase del ciclo celular  Control NU7026 0.3 uM NU7026
% G0/G1 38,5 55,7 6,2 15,9
%S 23,2 14,8 41,8 46,2
% G2/M 31,7 15,9 34,6 22,7

Tabla 5.9. Efecto de la combinacién de mitoxantrona y NU7026 en el ciclo celular. En la tabla se recogen
los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular (Go/G1, S y G2/M) de células tratadas durante 24
horas con NU7026 10 uM y de células tratadas con mitoxantrona 0,3 UM en ausencia o presencia de dicho
inhibidor, recogidas y analizadas por citometria de flujo.

Mitoxantrona Mitoxantrona +

Fase del ciclo celular Control NU7441 0,3 uM NU7441
% G0/G1 38,5 38,5 6,2 145
%S 23,2 22,5 41,8 39,9
% G2/M 31,7 22,7 34,6 29,5

Tabla 5.10. Efecto de la combinaciéon de mitoxantrona y NU7441 en el ciclo celular. En la tabla se
recogen los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular (Go/Gs1, S y G2/M) de células tratadas durante
24 horas con NU7441 1 uM vy de células tratadas con mitoxantrona 0,3 uM en ausencia o presencia de dicho
inhibidor, recogidas posteriormente y analizadas por citometria de flujo.

Por otra parte, la combinacién con KU55933 (Tabla 5.11) incrementé el porcentaje de

células en fase Go/G1 de un 6,2% a un 15,6%, y el porcentaje de células en G2/M de un 34,6%
a un 41,8%. Estos resultados indican que los efectos de NU7026, NU7441 y KU55933 y la

mitoxantrona sobre el ciclo celular se ejercen con cierta independencia.

Mitoxantrona Mitoxantrona +

Fase del ciclo celular  Control KU55933 0,3 uM KU55933
% GO0/G1 38,5 50,0 6,2 15,6
%S 23,2 17,9 41,8 29,3
% G2/M 31,7 18,2 34,6 41,8

Tabla 5.11. Efecto de la combinacién de mitoxantrona y KU55933 en el ciclo celular. En la tabla se
recogen los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular (Go/G1, S 'y G2/M) de células tratadas durante
24 horas con KU55933 10 uM y de células tratadas con mitoxantrona 0,3 uM en ausencia o0 presencia de
dicho inhibidor, recogidas y analizadas por citometria de flujo.

5.4.5. Efecto de la combinacion de farmacos en el DNA

Como hemos descrito anteriormente, la mitoxantrona genera roturas en el DNA

mientras que los inhibidores de los sistemas de reparacion no. Por ello, se realizaron
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experimentos para evaluar si el incremento en el efecto citotdxico observado en los ensayos de
viabilidad celular tras la inhibicion de DNA-PK es resultado de un incremento en la cantidad

de roturas en el DNA.

Para ello, se trataron células PC-3 durante 24 horas con concentraciones crecientes de
mitoxantrona (0,1-2 uM) (elegidas a partir de los ensayos de viabilidad celular) en presencia 0
ausencia de NU7026 10 uM 6 NU7441 1 uM vy se llevaron a cabo anlisis de cometa en
condiciones alcalinas. Como se observa en la Figura 5.25, las células tratadas con
mitoxantrona presentan colas de cometas largas y visibles que son mayores a medida que
aumenta la concentracion del farmaco. Cuando el tratamiento se hizo simultdneamente con
NU7026 (Figura 5.25) 6 con NU7441, se observo un leve incremento en la longitud de las
colas observadas pero solamente a concentraciones bajas de mitoxantrona y en general sin

significacion estadistica (Figura 5.25, Figura 5.26).

100



ESULTADOS

- NU7026 + NU7026

Control

Mito 0,1uM

Mito 0,25uM
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Figura 5.25. Efecto de la mitoxantrona en presencia o ausencia de NU7026 tras el ensayo cometa
alcalino. Imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de células PC-3 tratadas durante 24
horas con concentraciones crecientes de mitoxantrona (0,1-2 M) en presencia (+) o0 ausencia (-) de NU7026
10 puM. Las células fueron sometidas a lisis, desnaturalizacion del DNA, electroforesis en condiciones
alcalinas y tefiidas posteriormente con SYBR Green. Mito: mitoxantrona.
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Figura 5.26. Valores del momento de cola Olive obtenidos tras el ensayo cometa alcalino de células
tratadas con mitoxantrona en presencia o ausencia de NU7026 y NU7441; y con doxorrubicina en
presencia o ausencia de KU55933. A y B) Representacion grafica de los valores del momento de cola Olive
obtenidos tras la cuantificacion de la sefial de fluorescencia de cada célula mediante el programa Komet 5.0,
de células tratadas durante 24 horas con: A) mitoxantrona (0,1-2 M) en presencia o ausencia de NU7026 10
UM; B) mitoxantrona (0,1-2 uM) en presencia o ausencia de NU7441 1 uM; C) doxorrubicina (0,1, 0,256 1
LM) en presencia o ausencia de KU55933 10 uM. Los datos representan la media +/- SEM de experimentos
realizados al menos en duplicado.

En un ensayo similar en que se estudio el efecto de la doxorrubicina con y sin el
inhibidor de la ATM KU55933 se obtuvo un resultado parecido. Es decir, la doxorrubicina
puede inducir roturas en el DNA que son alteradas levemente por la presencia de KU55933
(Figura 5.26, C).

Otra forma de medir la generacion de roturas en el DNA es la formacion de yH2AX.
Las dobles roturas del DNA generadas por radiaciones gamma o por otros agentes inducen la
rapida fosforilacion de la histona H2AX en Ser139, para formar acimulos de yH2AX en torno
a las regiones donde se localizan las roturas. Esta fosforilacion estd mediada por los tres
miembros principales de la familia PIKK: ATM (Burma et al, 2001; Wang et al, 2005), ATR
(Anderson et al, 2001; Chanoux et al, 2009) y DNA-PKcs (An et al, 2010; Park et al, 2003).

Los acumulos de yH2AX formados son esenciales para el reconocimiento y reparacién del
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dafo en el DNA, ya que reclutan proteinas como BRCA1, 53BP1 6 MDC1 para iniciar la
reparacion. Tras marcar los sitios de dafio, la desfosforilacion de yH2AX es necesaria para

liberar las proteinas reclutadas y completar el proceso de reparacion.

Estd documentado que la doxorrubicina y la radiacion ionizante inducen la formacion
de yH2AX en lineas tumorales de préstata (Shaheen et al, 2011). Para estudiar si en las células
PC-3 el tratamiento combinado de doxorrubicina'y NU7441 incrementa los niveles de yH2AX
con respecto al tratamiento con doxorrubicina, se trataron células con doxorrubicina 1 UM en
ausencia o presencia de NU7441 1 puM durante 1, 4, 8 y 24 horas. Los extractos fueron
recogidos y se realizd un analisis Western de la proteina H2AX fosforilada en Ser139. Como
se muestra en la Figura 5.27, los niveles de yH2AX aumentan progresivamente hasta las 8
horas tras el tratamiento con doxorrubicina. A partir de ese punto la sefial se reduce aunque
continta siendo mayor que en el control. El tratamiento con doxorrubicina y NU7441 no

indujo cambios significativos en la acumulacion de yH2AX.

A 1h 4h 8h 24h
Control + - -+ - - + - -+ - -
Doxorrubicina 1uM - + + -+ 4+ -+ o+ -+ o+
NU7441 - - + - + - -+ - o
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
pH2AX - — — — — <
Acting === W= S — — v . A

B

-«- Control
—=— Doxorrubicina 1uM
—— Doxorrubicina 1luM+NU7441

pH2AX (Intensidad luminica)

o

0 5 10 15 20 25
Horas de recogida

Figura 5.27. Estudio de H2AX fosforilada en células tratadas con doxorrubicina en presencia o
ausencia de NU7441. A) Andlisis Western de H2AX fosforilada en Ser139, utilizando actina como control
de carga, en células tratadas durante 1, 4, 8 6 24 horas con doxorrubicina 1 pM en presencia 0 ausencia de
NU7441 1 uM. B) Cuantificacion de las bandas de pH2AX.
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Como hemos comentado anteriormente, ATM, ATR y DNA-PKcs tienen el potencial
de fosforilar a H2AX, habiendo evidencia de que cada una de ellas lleva a cabo esta
fosforilacion cuando las otras estan genéticamente comprometidos (Andegeko et al, 2001;
Burma et al, 2001; Stiff et al, 2004; Wang et al, 2005). Entre estas quinasas, la ATM parece la
mas adecuada para la fosforilacion de H2AX, por su capacidad de activarse por modificaciones

inmediatas de la cromatina asociadas con roturas en el DNA (Bakkenist & Kastan, 2003).

Para evaluar si ATM esta implicada en la fosforilacion de H2AX, se trataron células
con doxorrubicina 1 M en ausencia o presencia de NU7441 1 uM 6 de KU55933 10 pM. En
la Figura 5.28 se muestra el analisis Western de yH2AX y H2AX tras un tratamiento de 6
horas. De acuerdo con lo descrito anteriormente, el tratamiento con doxorrubicina y NU7441
indujo un leve aumento de yH2AX respecto a las células tratadas con doxorrubicina solamente.
En cambio, en presencia de KU55933, los niveles de yH2AX disminuyeron
considerablemente. Los resultados cuando se usé el otro inhibidor de DNA-PK (NU7026)
fueron similares (datos no mostrados). Estos datos sugieren que ATM podria ser la principal

quinasa responsable de la fosforilacion de H2AX.
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NU7441 - + - - + - 6
KU55933 - - + - -+ E 1001
DoxorrubicinalyM - - - + o+ o+ E
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Figura 5.28. Estudio de H2AX y H2AX fosforilada en Ser139 en células tratadas con doxorrubicina en
presencia o ausencia de NU7441 6 KU55933. A) Analisis Western de H2AX y H2AX fosforilada en
Ser139, utilizando actina como control de carga, en células tratadas durante 6 horas con doxorrubicina 1 pM

en presencia o ausencia de NU7441 1 uM 6 KU55933 10 uM. B) Cuantificacion de las bandas de H2AX y
pH2AX.

5.4.6. NU7026 y NU7441 inhiben la reparacion de los danos inducidos
en el DNA por la mitoxantrona

El ensayo cometa se utilizd para evaluar la reparacion del dafio inducido por la

mitoxantrona en el DNA.
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La cinética de la reparacion fue evaluada en células tratadas con mitoxantrona 0,25 pM
durante 24 horas, lavadas posteriormente y observada su reparacion durante 1, 4 y 24 horas.
Durante este tiempo de reparacion, las células estuvieron en presencia y en ausencia de
NU7026 10uM 6 NU7441 1 pM. La concentracion de mitoxantrona utilizada habia sido

establecida previamente como citotdxica e inductora de roturas.

Tras 24 horas de tratamiento con mitoxantrona (tiempo O h de reparacion), las células
presentaron en ambos casos un nivel inicial muy similar de dafio en el DNA, con valores
medios del momento de la cola de 18,0 en el primer caso (Figura 5.29, A) y 16,6 en el segundo
(Figura 5.29, B). Tras la retirada de la mitoxantrona, en las células crecidas en ausencia de
NU7026 (Figura A), se observl una reparacion progresiva de las roturas, quedando tras 24
horas de la retirada del farmaco un 37% del dafio generado inicialmente, y reparandose por
tanto un 63%. En presencia de NU7026 (Figura A), sin embargo, se observaron niveles altos
de roturas en todos los puntos de tiempo analizados, reparandose solamente un 36% del dafio
inicial tras 24 horas. En las células crecidas en ausencia de NU7441 (Figura B), se reparé el
64% del dafio generado inicialmente por la mitoxantrona tras 24 horas de la retirada del
farmaco. Sin embargo, en presencia del NU7441 persistieron las dobles roturas, reparandose

tan sélo un 27% del dafo inicial.
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Figura 5.29. Valores del momento de cola Olive obtenidos tras el ensayo cometa alcalino de células
tratadas con mitoxantrona y reparadas durante 1, 4 y 24 horas, en presencia o ausencia de NU7026 6
NU7441. Representacion grafica de los valores del momento de cola Olive obtenidos tras la cuantificacion de
la sefial de fluorescencia de células tratadas durante 24 horas con mitoxantrona 0,25 uM, lavadas
posteriormente y observada su reparacion durante 1, 4 y 24 horas. Durante este tiempo de reparacion, las
células estuvieron: A) en presencia 0 en ausencia de NU7026 10uM; B) en presencia o en ausencia de
NU7441 1uM. Los datos representan la media +/- SEM de experimentos realizados al menos en duplicado.

5.4.7. NU7026 inhibe parcialmente el sistema de recombinacion
homéloga (HR)

Las dobles roturas del DNA conducen, como hemos comentado, a la rapida
fosforilacion de la histona H2AX en Serl139 en torno a las regiones dafiadas. Estos acimulos
de yH2AX son esenciales para el reconocimiento y reparacion del dafio en el DNA,
reclutandose proteinas de respuesta al dafio para iniciar la reparacion. Otras proteinas, como
NBS, CHK2, SMC1, Rad51 o Rad50 se colocalizan con yH2AX. Durante la recombinacion
homdloga (HR), Rad51 forma una nucleoproteina para el reconocimiento de la hebra dafiada.
Por tanto, la deteccion de acimulos de Rad51 puede utilizarse para evaluar la actividad de

reparacion por HR. Se ha sugerido que, cuando la DNA-PK esta defectuosa o inhibida, las
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células son mas dependientes del sistema de HR para reparar las roturas de doble cadena en el
DNA (Shrivastav et al, 2009).

Para evaluar el impacto de NU7026 sobre el sistema de reparacion HR medido a través
de la formacion de acimulos de Rad51, se trataron células PC-3 durante tiempo variable con
mitoxantrona 0,3 UM en presencia 0 ausencia de NU7026 10 pM. Los extractos fueron
recogidos y se realizé un analisis Western de la proteina Rad51. Como se muestra en la Figura
5.30, la sefial de Rad51 aumento a lo largo del tiempo en las células tratadas con mitoxantrona,
mientras que el tratamiento combinado con NU7026 inhibid en gran medida la sefial de Rad51.

Estas observaciones sugieren que, en presencia de NU7026, DNA-PK permanece unida
a las roturass, obstruyendo el acceso de otras proteinas reparadoras, como Rad51, e

interfiriendo en la reparacion del sistema HR puesto en marcha.
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Figura 5.30. Estudio de Rad51 en células tratadas con mitoxantrona en presencia o ausencia de
NU7026. A) Anélisis Western de la proteina Rad51, utilizando actina como control de carga, en células
tratadas durante 2, 4, 6, 8 y 24 horas con mitoxantrona 0,3 UM en presencia o ausencia de NU7026 10 uM.
B) Cuantificacion de las bandas de Rad51.

107



RESULTADC

5.4.8. La inhibicion de DNA-PK inhibe parcialmente la fosforilacion de
Chk2

DNA-PK, ATM y ATR son los tres miembros principales de la familia de las PIKK,
que desempefian un papel principal en las respuestas celulares al dafio en el DNA. En respuesta
a las dobles roturas, ATM y ATR bloquean la progresion del ciclo celular a través de la
activacion de puntos de sefializacién, y ambos inician diferentes vias dependiendo del dafio
inducido. Cuando se inducen dobles roturas por radiacion ionizante en las células, la activacion
de ATM inicia una sefial de control del ciclo celular a través de la fosforilacion de Chk2 en
T68, convirtiendo asi a Chk2 en una proteina de respuesta al dafio en el DNA. Se ha
demostrado que la inactivacion de algunas proteinas asociadas a los puntos de control del ciclo
celular, como Chk2, BRCAL, BRCA2 o PIk1, puede facilitar la induccion de catastrofe
mitotica en las células (Shang et al, 2010).

La DNA-PK ha sido identificada como una enzima importante de la reparacion de las
roturas de doble cadena mediada por NHEJ. Sin embargo, parece estar también involucrada en
el mantenimiento de la estabilidad del huso mitético y la regulacion negativa de la catastrofe
mitotica en respuesta a la radiacion ionizante. Varios estudios han puesto de manifiesto que la
inactivacion de DNA-PK en condiciones de dafio en el DNA resulta en un fenotipo de husos
mitéticos multipolares y catastrofe mitética. En este contexto, existe la hipotesis de que DNA-
PK estd funcionalmente asociada a Chk2, en el mantenimiento de la estabilidad de la
formacion del huso. En nuestro trabajo, hemos querido evaluar si la inhibicion de DNA-PK

afecta a la activacién de Chk2.

Para ello, hemos analizado en primer lugar los niveles de pChk2 en células PC-3
tratadas con mitoxantrona 0,3 uM. Los tratamientos se llevaron a cabo durante 2, 4, 6, 8 y 24
horas. Los extractos fueron recogidos y se realiz6 un analisis Western de Chk2 fosforilada en
T68. Como se muestra en la Figura 5.31, tras el tratamiento con mitoxantrona la sefial de
pChk2 fue detectada tan pronto como a las 2h, tiempo en el cual se observaron los niveles
maximos. De 2 h en adelante se observé una disminucion en la sefial de la fosfoproteina,

indicando una disminucion de su activacion y sugiriendo una reparacion del dafio en el DNA.
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Figura 5.31. Estudio de la fosforilacion de Chk2 en respuesta al tratamiento con mitoxantrona. A)
Analisis Western de pChk2 en T68, utilizando actina como control de carga, en células PC-3 tratadas durante
2,4, 6, 8y 24 horas con mitoxantrona 0,3 uM. B) Cuantificacion de las bandas de pChk2.

A continuacion, se trataron células con mitoxantrona 0,1 ¢ 0,3 uM en presencia o
ausencia de KU55933 10 uM ¢ NU7441 1 uM. Los tratamientos se realizaron durante 6 horas,
tiempo en el que se habia observado induccion de pH2AX tras el tratamiento con

mitoxantrona.

En la Figura 5.32 se muestra el analisis Western de pChk2. Los resultados mostraron,
en primer lugar, niveles elevados de la sefial de pChk2 tras el tratamiento con ambas
concentraciones de mitoxantrona, especialmente a la concentracion de 0,1 pM. Tras un
tratamiento combinado con KU55933 6 con ambos inhibidores (Ku55933+NU7441), se
observo una fuerte disminucion de los niveles de la fosfoproteina, indicativo de que ATM seria
la principal quinasa responsable de la fosforilacion de Chk2. Sin embargo, y tras el tratamiento
combinado con NU7441 y por tanto con ATM activa, se observo también una disminucién de
la sefial de pChk2, sugiriendo que la inhibicion de DNA-PK inhibe parcialmente la
fosforilacion de Chk2.

109



RESULTADO

A 6h 6h

Control + - - - - - - - - - - -
Mitoxantrona 0,1yM - + - - + - -+ - -+
Mitoxantrona 0,3uM - - + - - + - - + - - +
KU55933 - - - + + + - - - + + +

NU7441 - - - - - - + O+ o+ o+ o+ 4+

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pChk2 B

Actina T — — — — T —— ———

=

_ 20 pChk2 _ 20 pChk2
g 1.5 é 1.5
g g N
g 1.0 ‘s 1.0 \
g g N
g 0.5 % g 0.5 § %
2 0.0l : 2 0.0l & &
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 5.32. Estudio de pChk2 en células tratadas con mitoxantrona en presencia o ausencia de
KU55933, NU7441 o ambos. A) Andlisis Western de pChk2 en T68, utilizando actina como control de
carga, en células PC-3 tratadas durante 6 horas con mitoxantrona 0,1 6 0,3 UM en presencia 0 ausencia de
KU55933 10 uM, NU7441 1 uM 6 ambos. B) Cuantificacion de la intensidad luminica de pChk2. En negro,
tratamiento con mitoxantrona en solitario. En rayado hacia la izquierda, combinacion con KU55933. En
rayado hacia la derecha, combinacién con NU7441. En cuadros, combinacién con ambos inhibidores.

5.5. Estudio de los mecanismos de muerte celular inducida por

farmacos

El efecto citotdxico de los inhibidores de TOP2 en la linea celular tumoral de prostata
puede implicar distintos mecanismos de muerte celular. De entre los diferentes mecanismos de
muerte descritos actualmente (Galluzzi et al, 2012), la apoptosis ha sido uno de los mejor
estudiados y caracterizados. Este proceso se refiere a un proceso de muerte celular
programada, regulado por la sintesis proteica y donde se mantiene la funcionalidad de los
organulos celulares hasta el final (Wyllie, 1997).

Para conocer la implicacién de mecanismos apoptdticos en el efecto citotdxico de la

mitoxantrona realizamos cuatro técnicas diferentes: marcaje con Anexina-V, activacion de
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caspasas efectoras, determinacion de apoptosis por marcaje mitocondrial y analisis

morfoldgico mediante Microscopia y Time-Lapse.

5.5.1. Marcaje con Anexina V

Uno de los procesos que se producen durante la apoptosis es la translocacion de la
fosfatidilserina de la cara interna a la cara externa de la membrana plasmética (Kerr et al,
1972). Este proceso esta mediado por unas proteinas transmembrana denominadas flipasas. La
Anexina V es una proteina que se une especificamente a la fosfatidilserina, pudiendo ser
detectada gracias a esta proteina durante el proceso apoptdtico. La Anexina V constituye un
indicador de procesos de apoptosis temprana. Por otra parte, el IP (ioduro de propidio) es un
compuesto fluorescente con alta afinidad por el DNA que no puede atravesar la membrana
plasmatica. EI marcaje de células con este compuesto es un indicador de procesos tardios de
apoptosis (de manera combinada con la Anexina V) o de necrosis (marcaje Unico con IP),

puesto que solo tifie el DNA de células cuya membrana se encuentra dafiada.

La determinacion del porcentaje de células positivas para IP y para Anexina V se llevd
a cabo mediante citometria de flujo tras el tratamiento de las células con estaurosporina 5 pM
(usado como control positivo de apoptosis) y distintas concentraciones de mitoxantrona
durante 24, 36 y 48 horas. Los datos obtenidos se muestran en: Figura 5.33, Figura 5.34 y
Figura 5.35.

Los resultados mostraron, en primer lugar, que el tratamiento con estaurosporina
durante 24 horas incrementa el porcentaje de células positivas para Anexina V con respecto al
control del 3,7% al 62,9% (Figura 5.33). Sin embargo, el tratamiento con mitoxantrona durante
ese periodo de tiempo (Figura 5.33) no incrementa el porcentaje de células apoptdticas (células

positivas para Anexina V' y células positivas para ambos marcadores).

Los resultados fueron similares a las 36 horas de tratamiento, donde la mitoxantrona, a
diferencia de la estaurosporina, no incrementd el porcentaje de células apoptéticas (Figura
5.34). Unicamente a las 48 horas (Figura 5.35) se observé un leve incremento en el porcentaje
de células positivas para Anexina V (de un 9,7 en el control % a un 16,9 %) y para ambos
marcadores (de un 8,2 % en el control a un 15,6 %), aunque este incremento resulté ser mucho
menor que el provocado por la estaurosporina. Los resultados sugieren que la mitoxantrona no

produce sefiales claras de activacion de apoptosis temprana.
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Figura 5.33. Estudio del marcaje con Anexina V de células tratadas con mitoxantrona durante 24
horas. A) Histogramas de células tratadas durante 24 horas con estaurosporina 5 UM 6 mitoxantrona 0,1, 0,3
0 1 uM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determino el porcentaje de células positivas
para Anexina-V e ioduro de propidio (IP). B) Cuantificacion de los datos obtenidos, en la que se representa:
N1: células positivas para IP; N2: células positivas para Anexina V e IP; N3: células negativas para Anexina

V e IP; N4: células positivas para Anexina V.
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Figura 5.34. Estudio del marcaje con Anexina V de células tratadas con mitoxantrona durante 36
horas. A) Histogramas de células tratadas durante 36 horas con estaurosporina 5 uM 6 mitoxantrona 0,1, 0,3
0 1 uM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determind el porcentaje de células positivas
para Anexina-V e ioduro de propidio (IP). B) Cuantificacion de los datos obtenidos.
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Figura 5.35. Estudio del marcaje con Anexina V de células tratadas con mitoxantrona durante 48
horas. A) Histogramas de células tratadas durante 48 horas con estaurosporina 5 uM & mitoxantrona 0,1, 0,3
6 1 uM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determiné el porcentaje de células positivas
para Anexina-V e ioduro de propidio (IP). B) Cuantificacion de los datos obtenidos.
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A continuacion se llevo a cabo la determinacién del porcentaje de células positivas
para IP y para Anexina V en el tratamiento con los inhibidores NU7026 y NU7441 en solitario.
Para ello, se trataron células PC-3 con estaurosporina 5 uM, NU7026 10 uM 6 NU7441 1 uM
durante 24, 36 y 48 horas. Los datos obtenidos se muestran en: Figura 5.36, Figura 5.37 y
Figura 5.38.

Los resultados mostraron que el tratamiento con ambos inhibidores de DNA-PK a los
diferentes tiempos ensayados no incrementa el porcentaje de células apoptoticas (células
positivas para Anexina V y células positivas para ambos marcadores), en comparacion con los
datos obtenidos en la condicion de tratamiento con estaurosporina. Estos resultados sugieren

que NU7026 y NU7441 no producen una activacion temprana de los procesos de apoptosis.

Estaurosporina 5uM NU7026 10uM
0 | 100 N1 . |
N1:3,7% ™1 N1:0,5% N1:0,3%
N2:14,4% 1 N2:10,2% _ { N2:8,8%
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2 62,9 B Anexina-V + IP (N2)
E 504 78,2 87,3 - P (Nl)
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Figura 5.36. Estudio del marcaje con Anexina V de células tratadas con NU7026 durante 24 horas. A)
Histogramas de células tratadas durante 24 horas con estaurosporina 5 pM 6 NU7026 10 uM, obtenidos
mediante citometria de flujo y en los que se determiné el porcentaje de células positivas para Anexina-V e
ioduro de propidio (IP). B) Cuantificacion de los datos, en la que se representa: N1: células positivas para IP;
N2: células positivas para Anexina V e IP; N3: células negativas para Anexina V e IP; N4: células positivas
para Anexina V.
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Figura 5.37. Estudio del marcaje con Anexina V de células tratadas con NU7026 6 NU7441 durante 36
horas. A) Histogramas de células tratadas durante 36 horas con estaurosporina 5 uM, NU7026 10 uM 6
NU7441 1 uM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determiné el porcentaje de células
positivas para Anexina-V e ioduro de propidio (IP). B) Cuantificacién de los datos.
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Figura 5.38. Estudio del marcaje con Anexina V de células tratadas con NU7026 6 NU7441 durante 48
horas. A) Histogramas de células tratadas durante 48 horas con estaurosporina 5 uM, NU7026 10 pM 6
NU7441 1 uM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determind el porcentaje de células
positivas para Anexina-V e ioduro de propidio (IP). B) Cuantificacion de los datos.

Por ultimo, en este apartado, se determind el porcentaje de células positivas para IP y
para Anexina V en el tratamiento combinado de mitoxantrona con NU7026 6 NU7441, para
evaluar si la inhibicién de DNA-PK activa procesos de apoptosis temprana en células con dafio

inducido por la mitoxantrona.

115



RESULTADOS

Para ello, se trataron células PC-3 durante 24 horas con mitoxantrona 0,1, 0,3 6 1 uM
en presencia de NU7026 10 uM. En la Figura 5.39 se muestran los resultados, donde
observamos que en ninguna de las tres condiciones de tratamiento la combinacion con NU7026

incrementa el porcentaje de células apoptéticas.

Del mismo modo, estudiamos el efecto del tratamiento combinado de mitoxantrona 0,3
UM con NU7026 10 uM 6 con NU7441 1 uM durante 36 y 48 horas (Figura 5.40; Figura
5.41). En ambos casos el porcentaje de células predominante es el de células negativas para
Anexina V e IP. A las 48 horas, no obstante, se observo un leve incremento de células
positivas para Anexina V en presencia de ambos inhibidores, pasando de un 9,7% en el control
a un 21,1% en la combinacién con NU7026 y un 13,0% en la combinacion con NU7441. El
valor observado en la combinacion con NU7026 so6lo fue un 4,2% mayor que con respecto a la

mitoxantrona en solitario (Figura 5.35).

Estos datos sugieren que la inhibicion de DNA-PK tampoco induce sefiales claras de

activacion de procesos de apoptosis temprana en células tratadas con mitoxantrona.
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Figura 5.39. Estudio del marcaje con Anexina V de células tratadas con mitoxantrona y NU7026
durante 24 horas. A) Histogramas de células tratadas durante 24 horas con mitoxantrona 0,1, 0,3 6 1
MM+NU7026 10 uM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determind el porcentaje de
células positivas para Anexina-V e ioduro de propidio (IP). B) Cuantificacion de los datos obtenidos, en la
que se representa: N1: células positivas para IP; N2: células positivas para Anexina V e IP; N3: células
negativas para Anexina V e IP; N4: células positivas para Anexina V.
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Figura 5.40. Estudio del marcaje con Anexina V de células tratadas con mitoxantrona en presencia de
NU7026 6 NU7441 durante 36 horas. A) Histogramas de células tratadas durante 36 horas con
mitoxantrona 0,3 UM en presencia de NU7026 10 uM é NU7441 1 uM, obtenidos mediante citometria de
flujo y en los que se determiné el porcentaje de células positivas para Anexina-V e ioduro de propidio (IP).
B) Cuantificacion de los datos.
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Figura 5.41. Estudio del marcaje con Anexina V de células tratadas con mitoxantrona en presencia de
NU7026 6 NU7441 durante 48 horas. A) Histogramas de células tratadas durante 48 horas con
mitoxantrona 0,3 pM en presencia de NU7026 10 uM 6 NU7441 1 uM, obtenidos mediante citometria de
flujo y en los que se determiné el porcentaje de células positivas para Anexina-V e ioduro de propidio (IP).
B) Cuantificacién de los datos.

5.5.2. Activacion de caspasas efectoras

La apoptosis se asocia clasicamente a la activacion de la cascada de cistein proteasas,
denominadas caspasas, entre las que se encuentran las caspasas 3 y 7, caspasas efectoras,

puesto que cuando se activan el proceso apoptotico éste es irreversible.

Una vez comprobado que la mitoxantrona no parece inducir sefiales claras de procesos
de apoptosis temprana, se analizé la actividad de las caspasas 3 y 7 mediante un Kit
luminométrico, basado en el corte por caspasas de un sustrato que genera una sefial
luminiscente. Esta sefial puede ser cuantificada y serad proporcional a la cantidad de actividad
de caspasas presente. Para realizar estos estudios, se trataron células PC-3 durante 24 y 48
horas con mitoxantrona 0,03, 0,3 6 3 uM. Paralelamente, se trataron células PC-3 con esas
concentraciones del fArmaco en combinacion con NU7026 10 pM 6 NU7441 1 pM. Se utilizd

estaurosporina 5 pM como control positivo de apoptosis.

Los resultados del ensayo mostraron, en primer lugar, que el tratamiento con

estaurosporina durante 24 horas incrementa la actividad de caspasas 2,07 veces con respecto al
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control (Tabla 5.12). Sin embargo, los tratamientos con mitoxantrona 0,03, 0,3 6 3 uM inducen
baja actividad de caspasas, con valores de 0,79, 0,82 y 0,60, respectivamente (Tabla 5.12). De
manera similar, el tratamiento con estaurosporina durante 48 horas (Tabla 5.13) incrementé la
actividad de caspasas 2,17 veces con respecto al control. Los tratamientos con mitoxantrona, a
las mismas concentraciones, mostraron nuevamente valores de actividad mucho menores que

el tratamiento con estaurosporina (Tabla 5.13).

En segundo lugar, se analizé la actividad de caspasas 3 y 7 tras el tratamiento durante
24 horas con mitoxantrona en combinacion los inhibidores de DNA-PK (Tabla 5.12). Los
resultados, en presencia de NU7026 10 uM 6 NU7441 1 uM, no incrementaron la actividad de
caspasas, puesto que los valores obtenidos permanecieron muy similares a los de la
mitoxantrona en solitario (Tabla 5.12). A las 48 horas de tratamiento en las mismas
condiciones (Tabla 5.13), la combinacién con NU7026 6 NU7441 tampoco incrementd los
valores de actividad de caspasas con respecto a la mitoxantrona en solitario (Tabla 5.13). Estos
resultados sugieren ni el tratamiento con mitoxantrona ni su combinacion con los inhibidores

de DNA-PK producen activacion de las caspasas efectoras 3y 7.

Farmacos Farmaco Farmaco+NU7026 Farmaco+NU7441
Estaurosporina 5uM 2,07

Mitoxantrona 0,03uM 0,79 0,82 0,78
Mitoxantrona 0,3uM 0,82 0,82 0,71
Mitoxantrona 3uM 0,60 0,65 0,66

Tabla 5.12. Estudio de la actividad de caspasas 3/7 a las 24 horas. La tabla recoge las unidades arbitrarias
de luminiscencia, expresadas con respecto al control, de células PC-3 tratadas con estaurosporina 5 uM 6 con
mitoxantrona 0,03, 0,3 6 3 uM durante 24 horas. Asimismo, recoge las unidades arbitrarias de luminiscencia
de células tratadas con esas concentraciones de mitoxantrona en combinacion con NU7026 10 uM 6 NU7441
1 uM durante el mismo periodo de tiempo.

Farmacos Farmaco Farmaco+NU7026 Farmaco+NU7441
Estaurosporina 5SuM 2,17

Mitoxantrona 0,03uM 0,86 0,82 0,86
Mitoxantrona 0,3uM 0,49 0,44 0,44
Mitoxantrona 3uM 0,27 0,20 0,19

Tabla 5.13. Estudio de la actividad de caspasas 3/7 a las 48 horas. La tabla recoge las unidades arbitrarias
de luminiscencia, expresadas con respecto al control, de células PC-3 tratadas con estaurosporina 5 M 6 con
mitoxantrona 0,03, 0,3 6 3 uM durante 48 horas. Asimismo, recoge las unidades arbitrarias de luminiscencia
de células tratadas con esas concentraciones de mitoxantrona en combinacion con NU7026 10 uM 6 NU7441
1 uM, durante el mismo periodo de tiempo.
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5.5.3. Determinacion de apoptosis por marcaje mitocondrial

El sustrato de caspasa 3 NucView 488 y el colorante mitocondrial MitoView 633 son
dos compuestos que se han utilizado para detectar el perfil de células apoptoticas. En este
ensayo, NucView 488 es capaz de detectar actividad de caspasas 3 y 7 en células individuales.
Este compuesto consta de un colorante fluorogénico de DNA y de un sustrato de caspasa 3. El
sustrato NucView 488 (no fluorescente) cruza rapidamente las membranas celulares para entrar
en el citoplasma de la célula, donde es cortado por caspasas 3/7 para formar un colorante de
alta afinidad por el DNA. El colorante de DNA liberado migra al nucleo de la célula para
tefiirlo de verde brillante. Por tanto, NucView 488 es bifuncional, siendo capaz de detectar
tanto actividad intracelular de caspasas 3/7 como de tefiir el nacleo de las células, que sufre
cambios morfoldgicos en situaciones de muerte celular. ElI marcaje de células con este

compuesto es un indicador de procesos de apoptosis.

MitoView 633 es un colorante fluorescente mitocondrial fotorreceptor de luz roja
lejana (700-800 nm). Este reactivo difunde a través de la membrana plasmatica y se acumula
en la mitocondria. Las mitocondrias tefiidas con MitoView 633 se vuelven fluorescentes
brillantes tras la acumulacion del colorante y su tincion depende del potencial de membrana
mitocondrial. Por tanto, las células apoptéticas presentaran una tincion de MitoView 633

mucho menor que las células sanas.

La determinacion del porcentaje de células apoptéticas (positivas para NucView 488 y
negativas para MitoView 633) se llevd a cabo mediante citometria de flujo tras el tratamiento
de células PC-3 con mitoxantrona 0,3 6 3 pM durante 3, 6, 24, 48 y 72 horas. Se utiliz6 un
tratamiento con estaurosporina 5 uM durante los mismos tiempos como control positivo de
apoptosis. Los datos obtenidos se muestran en la Figura 5.42 a la Figura 5.46. Las células
apoptoticas positivas para NucView 488 se nombraron como Mit (-) Nuc (+). Las células
apoptoticas negativas para MitoView 633 se nombraron como Mit (-) Nuc (-). Las células
vivas no presentaron tincion de nucleos pero si de mitocondrias, y se nombraron como Mit (+)
Nuc (-).

Los resultados del ensayo mostraron, en primer lugar, que las células tratadas con
estaurosporina durante 3 y 6 horas (Figura 5.42 y Figura 5.43, respectivamente) incrementan el
porcentaje de células apoptoticas Mit (-) Nuc (-) con respecto al control, pasando de un 0,6% a
un 26,6% a las 3 horas y de un 0,5% a un 40,3% a las 6 horas de tratamiento. Sin embargo, las
células tratadas con mitoxantrona durante ese periodo de tiempo (Figura 5.42 y Figura 5.43,

respectivamente) no mostraron sefiales apoptéticas de este tipo. Los resultados de tincion
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negativa mitocondrial observados con estaurosporina indican el efecto apoptético inmediato
que produce este farmaco a las pocas horas de tratamiento, probablemente debido a procesos

de desacoplamiento mitocondrial. Sin embargo, este efecto no se observd en presencia de

mitoxantrona.
Control Estaurosporina 5uM Mitoxantrona 0,3uM Mitoxantrona 3uM
"R LH T LH "R LH T LH
J R1:80,7% " R1:61,2% " Lo R1:79,2% "1 : R1:74,6%
L R2:18,2% R2: 10,7%»__”% R2: 18,8%»__.%— R2:20,4%
El [ R3:0,6% 3 Q" R3:26,6% : R3:0,8% % i R3:1,4%
R4:0,4% 4, 55 R4:1,4% 4. R4:1,2% .| R4:3,6%
w31 ) __R4 wedB3 1 ) __R4 welB3 | ) __R4
100+ =
18,2 26,6 18,8 20,4 B Mit (-) Nuc (+) Apoptosis (R4)
3 Mit (-) Nuc (-) (R3)
o
< 10,7 B3 Mit (+) Nuc (+) (R2)
3 504 I Mit (+) Nuc (-) Vivas (R1)
< 80,7 61,2 79,2 74,6
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>
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Figura 5.42 Estudio del marcaje con NucView 488 y MitoView 633 de células tratadas con
mitoxantrona durante 3 horas. A) Histogramas de células tratadas durante 3 horas con estaurosporina 5
UM 6 mitoxantrona 0,3 6 3 UM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determind el
porcentaje de células positivas para NucView 488 y MitoView 633. B) Cuantificacion de los datos obtenidos,
en la que se representa: R1: células vivas o positivas para MitoView 633; R2: células positivas para
MitoView 633 y NucView 488; R3: células apoptéticas negativas para MitoView 633; R4: células
apoptaticas positivas para NucView 488.
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Figura 5.43. Estudio del marcaje con NucView 488 y MitoView 633 de células tratadas con
mitoxantrona durante 6 horas. A) Histogramas de células tratadas durante 6 horas con estaurosporina 5
UM 6 mitoxantrona 0,3 6 3 UM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determind el
porcentaje de células positivas para NucView 488 y MitoView 633. B) Cuantificacion de los datos obtenidos.

Tras el tratamiento con estaurosporina durante 24 y 48 horas (Figura 5.44 y Figura
5.45, respectivamente) se observd un mayor incremento en el porcentaje de células apoptdticas
Mit (-) Nuc (-) con respecto al control, alcanzando hasta un 47% a las 24 horas y un 41,7% a
las 48 horas. Ademas, las células mostraron un incremento en el porcentaje de células
apoptéticas Mit (-) Nuc (+), pasando de un 0,8% a un 37,7% a las 24 horas y de un 13,3% a un
43,4% a las 48 horas. Por el contrario, las células tratadas con mitoxantrona a estos tiempos de
tratamiento (Figura 5.44 y Figura 5.45) mostraron sefiales de apoptosis leves con respecto al
control y muy bajas con respecto al tratamiento con estaurosporina. Asi, a las 24 horas, el
tratamiento con mitoxantrona 0,3 y 3 UM aumentd el porcentaje de células apoptdticas Mit (-)
Nuc (+) hasta un 13 y 7,2%, respectivamente, y el porcentaje de células apoptdticas Mit (-)
Nuc (-) hasta un 6,5% y un 6,4%, respectivamente. A las 48 horas, aunque destacé el
incremento del porcentaje de células apoptéticas Mit (-) Nuc (-) con mitoxantrona 3 uM
(29,9%), las sefiales apoptéticas continuaron siendo muy inferiores a las obtenidas con
estaurosporina.

Finalmente, a las 72 horas de tratamiento con estaurosporina (Figura 5.46), la suma del
porcentaje de células apoptéticas Mit (-) Nuc (-) y Mit (-) Nuc (+) fue de un 94,8%, mientras
que con mitoxantrona 0,3 y 3 UM los valores alcanzados fueron menores de la mitad (40,1 y

42,9%, respectivamente).
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El alto porcentaje de células con tincion positiva de nucleos en el tratamiento con
estaurosporina a las 72 horas nos indica la fuerte actividad de caspasas 3y 7 en las células que,
junto con la elevada tincion negativa mitocondrial (indicativo probable de desacoplamiento
mitocondrial), sugiere un notable efecto de muerte celular apopt6tica producida por el farmaco.
En comparacion con la estaurosporina, la mitoxantrona induce unas sefiales apoptdticas mucho

menores, que probablemente no se ajustan a las vias clasicas de apoptosis descritas en la

literatura.
A Control Estaurosporina 5uM Mitoxantrona 0,3uM Mitoxantrona 3uM
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Figura 5.44. Estudio del marcaje con NucView 488 y MitoView 633 de células tratadas con
mitoxantrona durante 24 horas. A) Histogramas de células tratadas durante 24 horas con estaurosporina 5
UM 6 mitoxantrona 0,3 6 3 uM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determind el
porcentaje de células positivas para NucView 488 y MitoView 633. B) Cuantificacion de los datos obtenidos.
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Figura 545. Estudio del marcaje con NucView 488 y MitoView 633 de células tratadas con
mitoxantrona durante 48 horas. A) Histogramas de células tratadas durante 48 horas con estaurosporina 5
UM 6 mitoxantrona 0,3 6 3 UM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determind el
porcentaje de células positivas para NucView 488 y MitoView 633. B) Cuantificacion de los datos obtenidos.
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Figura 5.46. Estudio del marcaje con NucView 488 y MitoView 633 de células tratadas con
mitoxantrona durante 72 horas. A) Histogramas de células tratadas durante 72 horas con estaurosporina 5
MM & mitoxantrona 0,3 6 3 uM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determiné el
porcentaje de células positivas para NucView 488 y MitoView 633. B) Cuantificacion de los datos obtenidos.

El siguiente paso fue evaluar si la inhibicion de DNA-PK incrementa las sefiales

apoptoticas leves inducidas por la mitoxantrona. Para ello, se trataron células PC-3 con
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mitoxantrona 0,3 6 3 UM en presencia de NU7026 10 uM durante 3, 6, 24, 48 y 72 horas.
Asimismo, se trataron células con mitoxantrona 0,3 6 3 UM en presencia de NU7441 1 uM
durante 24 y 48 horas. La determinacion del porcentaje de células apoptoticas (positivas para
NucView 488 y negativas para MitoView 633) se llevo a cabo mediante citometria de flujo

Los datos obtenidos se muestran en la Figura 5.47 a la Figura 5.51.

Tal y como hemos observado en el apartado anterior, el tratamiento con mitoxantrona
(0,3 y 3 uM) en presencia de NU7026 durante 3 y 6 horas no mostré cambios relevantes con

respecto al control.

El tratamiento durante 24 horas con mitoxantrona 0,3 y 3 UM habia inducido un
porcentaje total de células apoptéticas Mit (-) Nuc (-) y Mit (-) Nuc (+) del 19,5% y 13,6%,
respectivamente (Figura 5.44). En presencia de NU7026 (Figura 5.49), el porcentaje total de
células apoptoticas para esas concentraciones fue del 15,4% y 19,4%, respectivamente, y en

presencia de NU7441, del 8,6% y un 31,9%. Por tanto, no se observaron cambios relevantes.

A las 48 horas de tratamiento, la mitoxantrona (0,3 y 3 uM) habia inducido un
porcentaje total de células apoptéticas del 25,3 y 37%, respectivamente (Figura 5.45). En
presencia de los inhibidores de DNA-PK (Figura 5.50), solamente se observé un leve aumento
del porcentaje de células apoptéticas con mitoxantrona 3 uM+NU7441, alcanzando un 48,1%.

Finalmente, a las 72 horas, la mitoxantrona (0,3 y 3 uM) habia inducido un porcentaje
total de células apoptdticas del 40,1% y 42,9%, respectivamente (Figura 5.46). El tratamiento
combinado con NU7026 solamente increment6 el porcentaje de células apoptéticas a un 52,6%
con mitoxantrona 0,3 uM (Figura 5.51).

Los resultados sugieren que la mitoxantrona, en presencia de DNA-PK inhibida,

también induce sefales leves de apoptosis.
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Figura 547. Estudio del marcaje con NucView 488 y MitoView 633 de células tratadas con
mitoxantrona y NU7026 durante 3 horas. A) Histogramas de células tratadas durante 3 horas con
mitoxantrona 0,3 6 3 UM y NU7026 10 uM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determiné
el porcentaje de células positivas para NucView 488 y MitoView 633. B) Cuantificacion de los datos
obtenidos, en la que se representa; R1: células vivas o positivas para MitoView 633; R2: células positivas
para MitoView 633 y NucView 488; R3: células apoptdticas negativas para MitoView 633; R4: células
apoptaticas positivas para NucView 488.
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Figura 548. Estudio del marcaje con NucView 488 y MitoView 633 de células tratadas con
mitoxantrona y NU7026 durante 6 horas. A) Histogramas de células tratadas durante 6 horas con
mitoxantrona 0,3 6 3 UM y NU7026 10 1M, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determind
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obtenidos.
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Figura 5.49. Estudio del marcaje con NucView 488 y MitoView 633 de células tratadas con
mitoxantrona en combinacion con NU7026 6 NU7441 durante 24 horas. A) Histogramas de células
tratadas durante 24 horas con mitoxantrona 0,3 6 3 uM en presencia de NU7026 10 uM 6 de NU7441 1 uM,
obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determiné el porcentaje de células positivas para

NucView 488 y MitoView 633. B) Cuantificacion de los datos obtenidos.
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Figura 5.50. Estudio del marcaje con NucView 488 y MitoView 633 de células tratadas con
mitoxantrona en combinacién con NU7026 6 NU7441 durante 48 horas. A) Histogramas de células
tratadas durante 48 horas con mitoxantrona 0,3 6 3 UM en presencia de NU7026 10 pM 6 de NU7441 1 uM,
obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determind el porcentaje de células positivas para
NucView 488 y MitoView 633. B) Cuantificacion de los datos obtenidos.
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Figura 5.51. Estudio del marcaje con NucView 488 y MitoView 633 de células tratadas con
mitoxantrona y NU7026 durante 72 horas. A) Histogramas de células tratadas durante 72 horas con
mitoxantrona 0,3 6 3 uM y NU7026 10 pM, obtenidos mediante citometria de flujo y en los que se determind
el porcentaje de células positivas para NucView 488 y MitoView 633. B) Cuantificacion de los datos
obtenidos.

5.5.4. Analisis morfolégico mediante microscopia y time-lapse

Para confirmar que las sefiales observadas en el apartado anterior no son sefiales claras
de apoptosis se visualizaron por microscopia los cambios morfoldgicos producidos durante el

proceso citotdxico mediado por la mitoxantrona.

Asi, células PC-3 se trataron con mitoxantrona 0,3 uM durante 10, 24, 36, 48 y 60
horas. Paralelamente, se trataron células con esas concentraciones del fArmaco en presencia de
NU7441 1 uM. Las iméagenes en las que se observaron los mayores cambios corresponden a

las 60 horas de tratamiento y se muestran en la Figura 5.52.

En estas imagenes observamos que, tras el tratamiento con mitoxantrona durante 60
horas, tan solo alguna célula del total del cultivo mostrado present6 caracteristicas tipicas de
muerte celular por apoptosis, como reduccion del volumen celular, fragmentacion del nucleo,
formacion de rugosidades en la membrana plasmatica y desprendimiento de cuerpos
apoptoticos (Figura B, 3). En cambio, el resto de células del cultivo no presentd dichas

caracteristicas.
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Conforme incremento el tiempo de tratamiento, y en especial a las 60 horas, las células
se caracterizaron por presentar, a diferencia de en el control (Figura A), gran tamafo,
vesiculacion masiva en el citoplasma (Figuras B y C, 1) y multinucleacién (Figuras B y C, 2).
Asimismo, encontramos puntualmente complejos celulares de gran tamafio con
desestructuracion celular (Figura C, 4). En presencia de NU7441 y al mismo tiempo de
tratamiento (Figura D), las células presentaron, al igual que con mitoxantrona en solitario, gran
tamano celular, vesiculacién (1) y multinucleacion (2), aunque parecian estar en un estado de
mayor parada del ciclo que con respecto a la mitoxantrona en solitario. En presencia de

NU7441 tampoco se observaron apenas células apoptoticas.
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Mitoxantrona 60h
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Mitoxantrona + NU7441 60h

Figura 5.52. Cambios morfolégicos celulares observados en células tratadas con mitoxantrona en
presencia o ausencia de NU7441. Imagenes obtenidas por Microscopia de células PC-3: A) control; By C)
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tratadas con mitoxantrona 0,3 UM durante 60 horas; D) tratadas con mitoxantrona 0,3 pM+NU7441 1 uM
durante 60 horas. Las flechas indican: 1: vesiculacion; 2: multinucleacion; 3: célula en apoptosis: 4: complejo
celular de gran tamafio con desestructuracion celular.

Para confirmar las observaciones anteriores se trataron células PC-3 con mitoxantrona
0,3 UM durante 72 horas, y se observaron mediante microscopia “in vivo” o técnica de time-
lapse entre las 24 y 72 horas de tratamiento. La imagen de la Figura 5.53 corresponde a una de
las fotografias realizadas al cultivo celular en torno a las 70 horas. En ella se observa un gran
numero de células con vesiculacion masiva, incluso mayor que el observado a las 60 horas de
tratamiento (Figura 5.52, B). Asimismo, se observan células con desestructuracién nuclear,
probablemente correspondiente a un estadio posterior de muerte (5). Desde las 24 hasta las 72
horas de tratamiento la mayor parte de las células observadas no presentaron caracteristicas de
muerte por apoptosis.

Mitoxantrona 70h

Figura 5.53. Cambios morfolégicos celulares observados por Microscopia “in vivo” o time-lapse en
células tratadas con mitoxantrona. Imagen correspondiente a células PC-3 tratadas con mitoxantrona 0,3
UM y observada en torno a las 70 horas de tratamiento. La imagen se obtuvo mediante Microscopia “in vivo”
o técnica rime-lapse, siendo una de las fotografias realizadas al cultivo celular en un tiempo entre las 24 y 72
horas totales del tratamiento. Las flechas indican: 1: vesiculacion; 5: complejo celular con desestructuracion
nuclear.
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5.5.5. Analisis de expresion génica

Por ualtimo, y ademéas de los ensayos llevados a cabo anteriormente sobre muerte
celular que sugieren que la mitoxantrona y la combinacion con inhibidores de DNA-PK no
inducen sefales caracteristicas de apoptosis, se realizaron estudios de expresion génica
mediante RT-qPCR Arrays, con el objetivo de esclarecer el tipo de muerte celular inducida por

los tratamientos.

Para ello, se utiliz6 el RT-gPCR Array de muerte celular denominado Human Cell
Death PathwayFinder RT? Profiler PCR Array. Asi, se amplificaron las secuencias de 84
genes implicados en los principales mecanismos de muerte celular (apoptosis, autofagia y
necrosis), asi como 5 genes cuya expresién no se ve modificada y utilizados para la
normalizacion de los datos (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 y RPLPO0). Los arrays se llevaron
a cabo con cDNAs obtenidos a partir de la retrotranscripcion del mRNA de células PC-3: 1)
control; o tratadas durante 14 horas con: 2) mitoxantrona; 3) mitoxantrona+NU7026; 4)
mitoxantrona+NU7441. Los arrays de las muestras control y de las muestras con mitoxantrona
se realizaron por duplicado, mientras que los arrays de los tratamientos combinados se
realizaron una sola vez. Los resultados del andlisis de los 84 genes observados en los diferentes

tratamientos se muestran en la Tabla 10.1 (Anexos: Material suplementario).

Para estudiar la expresion diferencial de los genes en cada condicion de tratamiento
elegimos los valores cuyo cambio de expresion con respecto al control era de al menos 2 veces,
considerando los valores mayores de 1,95 como regulacién positiva del gen (marcados en rojo)
y los menores de -1,95 como regulacién negativa (marcados en azul). Segun estas pautas, un
total de 37 de los 84 genes presentaron diferencias de expresion con respecto al control en al

menos uno de los tres tratamientos estudiados. Los resultados se muestran en la Tabla 5.14.

Regulaciéon  Regulacion

Regulacion (+/-) (+/-)

(+/-) Mito + Mito +

Gen Simbolo Mito NU7026 NU7441
ATG12 auto(pSh.aney;ersiI;tsg)lz homolog ATG12 1,50 2,29 1.45
BCL2-associated X protein BAX -2,42 -6,58 -7,24
B-cell CLL/lymphoma 2 BCL2 -1,40 -1,95 -2,69
BCL2-related protein Al BCL2A1 1,29 2,61 1,62
BCL2-like 1 BCL2L1 -1,53 -1,97 -2,43
BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) BCL2L11 1,12 2,07 1,19
Baculoviral IAP repeat containing 2 BIRC2 1,30 2,01 1,38
Baculoviral 1AP repeat containing 3 BIRC3 3,61 6,60 4,30
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Bcl2 modifying factor BMF
Caspase 1, apoptosis-related cysteine

peptidase (interleukin 1, beta, convertase) CASP1
Caspase 9, apoptosis-related cysteine
P ppEe)ptidase ’ 57
Coiled-coil domain containing 103 CCDC103
CD40 ligand CD40LG
CASP8 and FADD-like apoptosis regulator CFLAR
Cylindromatosis (turban tumor syndrome) CYLD
Defensin, beta 1 DEFB1
Dihydropyrimidinase-like 4 DPYSL4
Estrogen receptor 1 ESR1
Fas ligand (TNF superfamily, member 6) FASLG
Forkhead box 11 FOXI1
Growth arrest and DNA-damage-inducible, GADD45A
alpha
UDP-N-acetyl-alpha-D-
alactosamine:polypeptide N-
acetylgglactosaminyltgns):‘grgse 5 (GalNAc- GALNTS
T5)
Interferon, gamma IFNG
Insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) IGF1
Insulin-like growth factor 1 receptor IGF1R
Insulin INS
Immunity-related GTPase family, M IRGM
Junctophilin 3 JPH3
Kv channel interacting protein 1 KCNIP1
Myelin associated glycoprotein MAG
Olfactory receptor, family 10, subfamily J,
/ P member)é / OR10J3
S .
ynucleln,a?:]gill}gigngpegzts%orr)nponent of SNCA
Tumor necrosis factor TNF
Tumor necrosis factor receptor superfamily, = TNFRSF11
member 11b B
Tumor protein p53 TP53
Thioredoxin-like 4B TXNL4B
Unc-51-like kinase 1 (C. elegans) ULK1

1,06
-4,15

-1,94

1,28
-2,69
1,42
2,27
1,14
1,24
-1,19
-1,09
1,45

10,67

-2,55

2,12
-2,29
168,39
-3,88
1,29
2,43
6,22
6,54

1,89
-1,79
3,90
3,57

1,78
2,95
1,75

5,46
-1,18

1,23

2,59
-2,07
2,08
3,88
1,14
2,65
-2,24
-4,07
1,95

13,37

-1,35

-13,80
-15,50
10800,42
-12,84
3,82
-3,91
-63,26
2,16

-2,98
-1,83
9,45
2,67

4,00
2,06
3,71
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2,61
-1,47

1,05

2,90
-5,62
1,79
3,37
2,07
2,25
-3,02
-60,71
1,27

7,59

1,07

9,12
-18,50
3680,84
-21,93
-1,74
-4,67
-33,00
2,97

-3,56
-2,02
1,80
2,53

1,93
1,82
2,30

Tabla 5.14. Expresion diferencial de genes en células tratadas con mitoxantrona en presencia o
ausencia de NU7026 6 NU7441. Valores de cambio de expresion de los 37 genes (de un total de 84) que
mostraron una regulacién positiva o negativa con respecto al control en células PC-3 tratadas durante 14
horas con mitoxantrona 0,3 UM en presencia o0 ausencia de NU7026 10 uM 6 NU7441 1 uM, medidos
mediante RT-gPCR array. En rojo se muestran los valores cuyo cambio de expresion es > 1,95 (regulacion
positiva); en azul se muestran los valores cuyo cambio de expresion es < 1,95 (regulacion negativa). El array
correspondiente al control y al tratamiento con mitoxantrona se realiz6 por duplicado, mientras que los arrays

de los tratamientos combinados se realizaron una sola vez.
mitoxantrona+NU7026; Mito+NU7441: mitoxantrona+NU7441.

Mito: mitoxantrona; Mito+NU7026:
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Puesto que las condiciones del experimento no nos permitieron realizar un triplicado y
puesto que en ocasiones la variabilidad en las diferencias de expresion encontradas se debe a
variaciones causadas por los bajos niveles de expresion de los genes, representamos
graficamente los valores de cambio de expresion de cada gen (expresados con respecto al
control) frente al nimero de ciclos 6 ACt de cada gen en la muestra control, con el fin de
localizar en qué zona de expresion se encuentran los genes que mas cambian. En este analisis
se considerd una expresion elevada cuando ACt < 10, intermedia cuando ACr esta entre 10-14
y baja cuando ACt estd entre 14-20. Cuando el numero de ciclos es superior a 20,
consideramos que no hay expresion. En la Figura 5.54 a Figura 5.56 se representan las
correspondientes gréficas, asi como unas tablas indicativas de los genes que se encuentran en

cada zona de expresion, ordenados de mayor a menor en funcion de sus cambios de expresion.

La Figura 5.54 corresponde al estudio de la expresion diferencial de genes en células
PC-3 tratadas con mitoxantrona durante 14 horas. En primer lugar observamos que este
tratamiento indujo una regulacion positiva con respecto al control de 8 genes. De entre ellos, y
con niveles de expresion elevados, GADD45A, BIRC3, TXNL4B y CYLD mostraron cambios
de expresion de 10,67, 3,61, 2,95 y 2,27 veces con respecto al control, respectivamente.
Asimismo, y con niveles de expresion intermedios, IGF1IR y TNFRSF11B presentaron
diferencias de 168,69 y 3,57 veces, respectivamente. Las diferencias tan elevadas observadas
para IGF1R se debieron, probablemente, a niveles bajos de muestra en el control, por lo que su
expresion se comprob6 posteriormente en experimentos de PCR en tiempo real. Por dltimo,
MAG y TNF mostraron cambios de expresion de 6,54 y 3,90 veces, respectivamente, aunque
estas diferencias podrian deberse a sus bajos niveles de expresion.

En segundo lugar, el tratamiento con mitoxantrona indujo una regulacion negativa con
respecto al control de 10 genes. De entre ellos, destacaron CASP9, BAX, INS y CASP1 con
cambios de expresion de -1,94, -2,42, -3,88 y -4,15 veces, respectivamente. Los genes IFNG,
IGF1, JPH3, GALNTS5, CD40LG y KCNIP1 fueron también regulados negativamente, aunque

todos ellos presentaron una baja expresion génica.
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Expresion génica
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Expresion génica
Elevada | Intermedia | Baja
1. GADD45A (10,67) 7. IGF1R (168,69) 11. MAG (6,54)
2. BIRC3 (3,61) 8. TNFRSF11B (357) 12. TNF (3,90)
3. TXNL4B (2,95)  9.INS (-3,88) 13.IFNG (-2,12)
4. CYLD (2,27) 110. CASP1 (-4,15) 14.IGF1 (-2,29)
5. CASP9 (-1,94) 15. JPH3 (-2,43)
6. BAX (-2,42) 16. GALNTS (-2,55)
: 17. CD40LG (-2,69)
118. KCNIP1 (-6,22)

Figura 5.54. Estudio de la expresion diferencial de genes en células tratadas con mitoxantrona. A)
Representacion gréfica de los 84 genes analizados mediante RT-gPCR array en células tratadas con
mitoxantrona 0,3 uM durante 14 horas. Cada punto corresponde a un gen individual. En la grafica se
representa la expresion diferencial de cada gen, medida como valores de cambio de expresion con respecto al
control, frente al nimero de ciclos 6 ACy de cada gen en la muestra control. Los niveles de expresion se
clasificaron como elevados (ACt < 10), intermedios (ACy entre 10-14) o bajos (AC+ entre 14-20). En rojo se
muestran los valores cuyo cambio de expresion es > 1,95 (regulacién positiva); en azul se muestran los
valores cuyo cambio de expresion es < 1,95 (regulacidn negativa). B) En la tabla se recogen los valores de
cambio de expresion de los 37 genes que mostraron regulacion positiva o negativa, ordenados de mayor a
menor y clasificados en funcion de los niveles de expresion de cada gen (elevados, intermedios o bajos). En
rojo se muestran los valores cuyo cambio de expresion es > 1,95 (regulacion positiva); en azul se muestran
los valores cuyo cambio de expresion es < 1,95 (regulacion negativa). El array se realizé por duplicado,
representando la media de los valores obtenidos.
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La Figura 5.55 y la Figura 5.56 corresponden al estudio de la expresion diferencial de
genes en celulas PC-3 tratadas durante 14 horas con mitoxantrona en combinacion con
NU7026 6 NU7441.

En primer lugar, observamos que los 8 genes regulados positivamente tras el
tratamiento con mitoxantrona (GADD45A, BIRC3, TXNL4B, CYLD, IGF1R, TNFRSF11B,
MAG y TNF; Figura 5.54), presentaron también una regulacién positiva en presencia de
NU7026 (Figura 5.55). El gen IGF1R mostrd6 nuevamente un cambio de expresion muy
elevado, causado probablemente por niveles bajos de muestra en el control. En segundo lugar,
el tratamiento combinado con NU7026 indujo una regulacion positiva de 12 genes mas, entre
los que destacaron ULK1, DPYSL4, BCL2A1, CCDC103, ATG12, CFLAR, BCL2L11 y
BIRC2 con niveles elevados de expresion (Figura 5.55).

Por otra parte, 7 de los 10 genes regulados negativamente tras el tratamiento con
mitoxantrona (Figura 5.54) fueron también regulados negativamente en presencia de NU7026
(BAX, INS, IFNG, IGF1, JPH3, CD40LG y KCNIP1; Figura 5.55). Por el contrario, en
presencia de NU7026, CASP9, CASP1 y GALNTS5 no mostraron diferencias relevantes con
respecto al control. El tratamiento combinado con NU7026 indujo, ademas, una regulacién
negativa de 5 genes mas, de entre los que destacaron BCL2, BCL2L1, ESR1 y FASLG (Figura
5.55).

Finalmente, en presencia de NU7441 (Figura 5.56), se observaron también diferencias
de expresion con respecto al control. De nuevo se observd una regulacion positiva de
GADDA45A, BIRC3, CYLD, IGF1R, TNFRSF11B y MAG. En cambio, los genes TXNL4B y
TNF regulados positivamente con mitoxantrona no presentaron diferencias con respecto al
control en presencia de NU7441. Ademas, el tratamiento indujo la regulacién positiva de 4
genes mas (CCDC103, ULK1, DPYSL4 y BMF).

En presencia de NU7441, BAX, INS, IFNG, IGF1, JPH3, CD40LG y KCNIP1 fueron
también regulados negativamente con respecto al control, al igual que con mitoxantrona
(Figura 5.56). Ademas, 7 genes mas fueron regulados negativamente, de entre los que
destacaron SNCA, BCL2L1, BCL2, ESR1 y FASLG con nivéleles elevados e intermedios de
expresion. Nuevamente CASP9, CASP1 y GALNT5 no mostraron diferencias con respecto al

control.
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1. GADDA45A (13,37) 116. BMF (5,46) 23. IGF1R (10800,42)
2. BIRC3 (6,60) 117. TP53 (4,0) 224. TNF (9,45)
3.CYLD (3,88) 18. TNFRSF11B (2,67) i25. IRGM (3,82)
4. ULK1 (3,71) 19. CD40LG (-2,07)  26. MAG (2,16)
5.DPYSL4 (2,65)  20. FASLG (-4,07) 27. FOXI1 (1,95)
6.BCL2A1 (2,61)  21.INS (-12,84) 28. OR10J3 (-2,98)
7.CCDC103 (2,59) 22. KCNIP1 (-63,26)  29. JPH3 (-3,91)
8. ATG12 (2,29) : 30. IFNG (-13,80)
9. CFLAR (2,08) 31. IGF1 (-15,50)
10. BCL2L11 (2,07) :
11. TXNL4B (2,06)
12. BIRC2 (2,01)
13. BCL2 (-1,95)
14. BCL2L1 (-1,97)
15. ESR1 (-2,24)
16. BAX (-6,58)

Figura 5.55. Expresion diferencial de genes en células tratadas con mitoxantrona + NU7026. A)
Representacion grafica de los 84 genes analizados mediante RT-gPCR array en células tratadas con
mitoxantrona 0,3 uM+NU7026 10 uM durante 14 horas. Cada punto corresponde a un gen individual. En la
gréafica se representa la expresion diferencial de cada gen, medida como valores de cambio de expresién con
respecto al control, frente al nimero de ciclos 6 ACt de cada gen en la muestra control. Los niveles de
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expresion y la regulacion positiva o negativa se clasificaron como en la gréafica anterior. B) En la tabla se
recogen los valores de cambio de expresion de los 37 genes que mostraron regulacién positiva o negativa,
ordenados de mayor a menor y clasificados en funcion de los niveles de expresion de cada gen (elevados,
intermedios o bajos). Array realizado una sola vez.
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1. GADD45A (7,59) 11. BMF (2,61) 17. IGF1R (3680,84)
2. BIRC3 (4,30) 12. TNFRSF11B (2,53) 18. MAG (2,97)
3.CYLD (3,37) 13. CD40LG (-5,62)  19. DEFB1 (-2,07)
4.CCDC103 (2,90)  14.INS (-21,93) 20. OR10J3 (-3,56)
5. ULK1 (2,30) 15. KCNIP1 (-33,0)  21.JPH3 (-4,67)
6.DPYSL4 (2,25)  16.FASLG (-60,71)  22.IFNG (-9,12)
7. SNCA (-2,02) 23.IGF1 (-18,50)
8.BCL2L1 (-2,43)
9. BCL2 (-2,69)
10. ESR1 (-3,02)
11. BAX (-7,24)

Figura 5.56. Expresion diferencial de genes en células tratadas con mitoxantrona + NU7441. A)
Representacion gréfica de los 84 genes analizados mediante RT-gPCR array en células tratadas con
mitoxantrona 0,3 uM+NU7441 1 pM durante 14 horas. Cada punto corresponde a un gen individual. En la
grafica se representa la expresion diferencial de cada gen, medida como valores de cambio de expresion con
respecto al control, frente al nimero de ciclos 6 ACt de cada gen en la muestra control. Los niveles de
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expresion y la regulacion positiva o negativa se clasificaron como en la gréafica anterior. B) En la tabla se
recogen los valores de cambio de expresion de los 37 genes que mostraron regulacién positiva o negativa,
ordenados de mayor a menor y clasificados en funcion de los niveles de expresion de cada gen (elevados,
intermedios o bajos). Array realizado una sola vez.

Para comprobar las diferencias de expresion de genes que habian presentado alguna
discrepancia en los arrays realizados se realizaron experimentos de PCR en tiempo real. Asi, se
utilizaron oligonucledtidos predisefiados comercialmente para analizar la expresion de:
BCL2L1, CASPY, FASLG, IGF1, IGF1R y TP53. En estos ensayos se utilizo ACTB para la
normalizacion de los datos. La expresion de estos genes se llevo a cabo con cDNASs obtenidos
por retrotranscripcion del mRNA de ceélulas tratadas en las tres condiciones analizadas

anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 5.15.

Regulacion Regulacion
Regulacién (+-) (+-)
(+/-) Mito + Mito +
Gen Simbolo Mito NU7026 NU7441
BCL2-like 1 BCL2L1 -1,258"™ 1,32 -1,16 "
Caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase CASP9 1,33™ 4 i 2,47 PO018
Fas ligand (TNF superfamily, member 6) FASLG 2294"™ 2267 19,36 "
Insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) IGF1 19,03 P06 20 25P002 33 o P00
Insulin-like growth factor 1 receptor IGFIR 6,36 7% 869 R 4.96 "M
Tumor protein p53 TP53  194"™ 3,879 2,31 7982

Tabla 5.15. Expresion diferencial de BCL2L1, CASP9, FASLG, IGF1, IGF1R y TP53. Valores de
cambios de expresion con respecto al control de los genes BCL2L1, CASP9, FASLG, IGF1, IGF1R y TP53,
medidos mediante RT-gPCR en células tratadas con mitoxantrona 0,3 UM en presencia o ausencia de
NU7026 10uM 6 NU7441 1 puM. En rojo se muestran los valores cuyo cambio de expresion es > 1,95
(regulacioén positiva). Cada una de las muestras se analiz6 por triplicado en cada reacciéon de RT-gPCR,
realizando dos repeticiones independientes para BCL2L1 y tres repeticiones independientes para el resto de
los  casos. Mito: mitoxantrona; Mito+NU7026: mitoxantrona+NU7026; Mito+NU7441:
mitoxantrona+NU7441.

Los resultados mostraron que el tratamiento con mitoxantrona indujo la regulacion
positiva con respecto al control de IGF1 y de IGF1R, con aumentos de expresion de 19,03
(p=0,026) y 6,36 (p=0,009) veces, respectivamente. En presencia de NU7026 y NU7441
ambos genes también fueron regulados positivamente. En el caso de CASP9 y TP53,
solamente presentaron regulacion positiva en presencia de los inhibidores de DNA-PK. Por
otra parte, tanto FASLG como BCL2L1 no presentaron diferencias de expresion con respecto

al control.

El analisis en conjunto de los datos obtenidos mediante RT-gPCR arrays y mediante
RT-gPCR mostré que el tratamiento con mitoxantrona induce un aumento de expresion

destacado de GADDA45A, indicativo del dafio sustancial en el DNA. Asimismo, el tratamiento
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induce una regulacion negativa de genes como BAX o CASP1, asi como una ausencia de
cambios de expresion de genes como CASP3 CASP6, CASP7, CASP9, FAS y FASLG. Esto,
junto con el aumento de expresion provocado de BIRC3, TXNL4B, IGF1IR o TNFRSF11B,
corroboraria los resultados obtenidos hasta ahora, que sugieren que la mitoxantrona no induce
sefiales caracteristicas de apoptosis en células PC-3.

El tratamiento combinado con los inhibidores de DNA-PK mostrd resultados muy
similares, con un aumento de expresion de GADD45A, BIRC3, TXNL4B (en el caso de
NU7026), IGF1IR o TNFRSF11B, asi como una regulacion negativa de BAX. Esto, junto con
la ausencia de cambios de expresion de genes que codifican para caspasas, de FAS y FASLG,
sugiere que la combinacién con NU7026 o NU7441 tampoco induce sefiales caracteristicas de

muerte celular por apoptosis.
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6. DISCUSION
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Aunque un elevado nimero de remisiones pueden alcanzarse en pacientes con cancer
de proéstata (CaP) con terapias de primera linea, como la cirugia, radioterapia, antiandrégenos o
sus combinaciones (Shaheen et al, 2011), el progreso natural de la enfermedad es hacia un
estado refractario a la terapia hormonal (Denis & Griffiths, 2000), donde la quimioterapia es el
tratamiento mas eficaz pero todavia no curativo (Melia, 2005). Esta resistencia destaca la
importancia de identificar nuevas dianas terapéuticas que puedan incrementar la sensibilidad

de las células CaP y, por tanto, las tasas de respuesta y supervivencia global de los pacientes.

El DNA es la principal diana de muchos agentes antitumorales convencionales, y la
inhibicion de la reparacion del DNA una de las estrategias mas prometedoras en la terapia del
cancer actual. Muchos inhibidores de la reparacion del DNA estdn siendo ensayados
clinicamente, tanto en combinacidn con agentes genotoxicos como en solitario (Tavecchio et
al, 2012). De particular interés son los inhibidores de los sistemas de reparacion de roturas de
doble cadena (DSB), ya que las DSB se consideran lesiones extremadamente letales del DNA,
y porque una sola DSB sin reparar puede ser potencialmente capaz de matar a la célula (Lisby
& Rothstein, 2009). Para reparar las DSB, dos grandes mecanismos han evolucionado: la
recombinacion de extremos no homologos (NHEJ) y la recombinacién homologa (HR), y sus
componentes principales se convierten por tanto en dianas para la sintesis de inhibidores en
terapias de tratamiento del cancer. Entre los factores involucrados en NHEJ y HR, DNA-PK y
ATM son de especial interés por su papel clave en estos procesos, por lo que constituyen una

diana atractiva para la sensibilizacion de las células cancerosas a gentes inductores de dafio.

El objetivo principal de este trabajo fue investigar el efecto de la combinacion de
inhibidores de la reparaciéon del DNA con farmacos inhibidores de TOP2 y farmacos

antimitéticos en la linea tumoral de prostata PC-3.

6.1. Efecto de los farmacos en solitario

En primer lugar, se estudio el efecto de los farmacos por separado. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo demuestran que los inhibidores de TOP2 mitoxantrona y
doxorrubicina presentan un efecto citotdéxico y una consecuente muerte celular dependiente de
la concentracion en la linea celular PC-3. Asimismo, inducen una parada del ciclo celular en
las fases S y Go/M, respectivamente. En varias publicaciones se ha demostrado la eficacia
terapéutica de la mitoxantrona, utilizada principalmente para el tratamiento de cancer de
mama, prostata, leucemias y linfomas (Alberts et al, 1985; Faulds et al, 1991; Hande, 1998;

Nitiss, 2009). La mitoxantrona es también efectiva para el tratamiento de carcinoma hepatico,
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de ovario y para la esclerosis multiple (Faulds et al, 1991). Asimismo, se ha documentado la
capacidad de la mitoxantrona de producir retrasos en la progresion del ciclo celular
proporcionales a la concentracion y tiempo, y aunque carece de especificidad de fase del ciclo
celular, es mas citotoxica para las células en la fase S tardia (Faulds et al, 1991). Nuestros
resultados de citometria de flujo en células PC-3 y células PC-3 sincronizadas corroboraron
estos datos. En cuanto a la doxorrubicina, en varias publicaciones se ha demostrado la eficacia
terapéutica de este compuesto, utilizado como farmaco de primer uso en el tratamiento de
pacientes con linfomas, cancer de mama y sarcomas, asi como en de cancer de pulmon,
estomago, ovario, tiroides y mielomas (Arcamone et al, 1969; Cortes-Funes & Coronado,
2007; Hande, 1998; Weiss, 1992). Asimismo, se ha documentado la capacidad de este farmaco
de generar dafio en el DNA seguido por una detencién del ciclo celular en las fases G y G2
(Heger et al, 2013), y en el caso de células PC-3 induciendo un bloqueo del ciclo en la fase

G2/M (Shaheen et al, 2011). Nuestros resultados concuerdan con este Gltimo caso.

A nivel de dafio en el DNA, los ensayos de cometa en condiciones alcalinas
confirmaron la presencia de DSB tras el tratamiento con mitoxantrona. Estos datos concuerdan
con las propiedades farmacodindmicas del farmaco, que lo describen como un agente
intercalante del DNA que genera DSB mediante la estabilizacién del complejo TOP2-DNA y
mediante la generacion de radicales libres (Faulds et al, 1991; Nitiss, 2009). Estos resultados se
confirmaron con los ensayos de formacion de acimulos de YH2AX tras el tratamiento con
mitoxantrona (datos no mostrados). En la literatura se ha demostrado que, tras el tratamiento
con inhibidores de TOP2, solamente las DSB del DNA vy las horquillas de replicacion
blogueadas, pero no los complejos TOP2-DNA, forman acumulos de yH2AX (Kantidze et al,
2006). Por tanto, nuestros resultados demuestran que los complejos TOP2-DNA inducidos por
la mitoxantrona se han convertido en DSB permanentes y/u horquillas de replicacion

bloqueadas.

En el caso de la doxorrubicina, se observo un incremento en la longitud de las colas de
los cometas dependiente de la concentracion. Ademas, el tratamiento con este fA&rmaco indujo
la formacion de acumulos de yH2AX, con un aumento progresivo en las primeras horas,
indicando por tanto que la doxorrubicina induce DSB y coincidiendo con lo descrito en la
literatura para este farmaco (Nitiss, 2009; Ross et al, 1978). La persistencia de los niveles de
yH2AX a tiempos mayores indica que solamente esta teniendo lugar una reparacion parcial del
dafio inducido. Estos datos entran en consonancia en parte con lo observado por Shaheen y

colaboradores, que demuestran que la doxorrubicina e IR inducen un incremento de YH2AX en
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el tiempo en células LNCaP y PC-3, pero tras 24 horas de tratamiento se observa una
reparacion casi completa de las DSB en ensayos de cometa en condiciones neutras (Shaheen et
al, 2011). Esto podria deberse a que, en nuestro caso, los ensayos de cometa se realizaron en
condiciones alcalinas, que segun Olive y colaboradores permiten la deteccion de SSB y DSB, a
diferencia del ensayo en condiciones neutras, que tan solo detecta DSB (Olive & Banath,
2006). No obstante y segun otros investigadores, el ensayo en condiciones neutras no es

exclusivo de DSB (www.cometassay.com), por lo que podria deberse a otros factores.

En este trabajo se evalud tambiéen el efecto de los fArmacos antimitoticos vincristina y
paclitaxel en la linea tumoral PC-3, sobre la que presentaron un efecto citotoxico dependiente
de la concentracion. En la actualidad la vincristina ha mostrado su efecto citotoxico en el
tratamiento de diferentes leucemias, linfomas y tumores sélidos (Dumontet & Jordan, 2010).
El paclitaxel se utiliza para el tratamiento de tumores de ovario, mama y prostata, entre otros
(Dumontet & Jordan, 2010). Ambos farmacos indujeron una parada del ciclo celular en fase de
mitosis, como esta documentado (Janssen & Medema, 2011). Asimismo, ambos tratamientos
no indujeron DSB en los ensayos de cometa. Este fue un experimento importante ya que los
efectos de la inhibicion de la DNA-PK habian sido fundamentalmente demostrados en
combinacion con agentes que dafian el DNA, por lo que para estudiar la combinaciéon con
vincristina y paclitaxel fue necesario confirmar que éstos no inducen roturas en el DNA. Esto
es posible debido a que los farmacos antimitéticos actdan estimulando el ensamblaje y
estabilizacion de los microtubulos, agregandolos en tal grado que la salida del DNA de la

célula en la electroforesis es impedida.

Finalmente se evaluo el efecto por separado de los inhibidores de DNA-PK y de ATM.
Los resultados mostraron que NU7026, NU7441 y KU55933 inducen un efecto citotdxico
dependiente de la concentracién en la linea PC-3, tal y como se ha descrito en la literatura en
otras lineas celulares (Shaheen et al, 2011; Willmore et al, 2004; Zhao et al, 2006). Las
concentraciones elegidas para combinar estos compuestos con otros farmacos fueron 10, 1y 10
UM respectivamente ya que, segun la literatura, resultaron ser minimamente toxicas y éptimas
para la inhibicion de DNA-PK y ATM (Hickson et al, 2004; Veuger et al, 2003; Willmore et
al, 2004; Zhao et al, 2006). La concentracion de 1 uM para NU7441 no presenté toxicidad, al
igual que lo observado por Shaheen y colaboradores en PC-3 (Shaheen et al, 2011). Por otra
parte, la concentracion de 10 uM para NU7026 y KU55933 redujeron un 30% y un 22% la
viabilidad celular, respectivamente, algo mas que lo descrito en la literatura para NU7026 en
leucemia (Willmore et al, 2004) y para KU55933 en PC-3 (Shaheen et al, 2011).
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La distribucion de fases del ciclo celular en presencia de NU7441 no presentd cambios
con respecto al control, mientras que NU7026 y KU55933 bloquearon levemente el ciclo en la
fase Go/G:. En esta linea, en células PC-3 no se han descrito cambios tras el tratamiento con
NU7441 y KU55933 en solitario (Shaheen et al, 2011), aunque otros estudios en lineas
tumorales de colon SW620 y LoVVo mostraron un incremento en G en presencia de NU7441
(Zhao et al, 2006). Por otra parte, los ensayos de cometa no mostraron induccion de DSB en
presencia de los inhibidores en solitario, como se describe en la literatura (Shaheen et al, 2011;
Willmore et al, 2004; Willmore et al, 2008).

6.2. Efecto de la combinacion de farmacos

El tratamiento de las células PC-3 con mitoxantrona y doxorrubicina resulté en una
disminucion de la proliferacion dependiente de la dosis, y este efecto fue potenciado tras una
co-incubaciéon con NU7026 y NU7441, indicando que la ausencia de DNA-PK incrementa la
sensibilidad de estas células a los agentes inhibidores de TOP2. Esto coincide con lo observado
previamente en la literatura en ensayos “in vitro” tras la combinacion de farmacos como
mitoxantrona, etopdsido, doxorrubicina 0 mMAMSA con NU7026 en células K562 de leucemia
(Willmore et al, 2004). Asimismo, se ha descrito que NU7441 potencia el efecto de IR y
doxorrubicina en células tumorales de préstata LNCaP (p53 nativa) y PC-3 (p53 nulas)
(Shaheen et al, 2011) y en células tumorales de mama (Ciszewski et al, 2014), asi como el
efecto de la mitoxantrona en células de pacientes con leucemia linfoide cronica (Elliott et al,
2011). También se ha demostrado que NU7441 aumenta la sensibilidad a etop6sido e IR en
células competentes para DNA-PK pero no en células deficientes para esta proteina (Zhao et
al, 2006).

La combinacién de NU7026 6 NU7441 con mitoxantrona en la linea celular ensayada
potencié 12 y 18 veces su citotoxicidad, respectivamente, mientras que la combinacién con
doxorrubicina no indujo un incremento significativo en su valor de EC50. Estas variaciones en
la dosis media efectiva podrian explicarse por los diferentes mecanismos de accidn de estos
farmacos y por como ejercen su efecto citotdxico. Asi, la mitoxantrona es capaz de intercalarse
directamente en el complejo DNA-TOP2 a 6 B a traves de citosinas o timidinas del DNA del
sitio de escision (Capranico et al, 1993), mientras que la doxorrubicina solo se intercala en el
complejo DNA-TOP2 a a través de adeninas (Capranico et al, 1990). Ademas, la combinacion
de mitoxantrona con NU7026 6 NU7441 mostré un efecto sinérgico en la reduccion del
numero de células, siendo este trabajo el Unico en la literatura que refiere el efecto sinérgico

entre estos farmacos aportando datos de indices de combinacion.
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Recientemente se ha demostrado que, ademas de su papel en la reparacion del DNA,
DNA-PK desempefia un papel importante en la estabilizacion de la formacion del huso
mitotico y en la prevencién de la catastrofe mitética (Shang et al, 2010). En este contexto,
establecimos la hipotesis de que la inhibicion de DNA-PK sensibilizaria a las células a los
agentes que interfieren con los microtibulos (MIAs). Nuestros resultados mostraron que el
tratamiento de las células con vincristina y paclitaxel reduce la proliferacion celular de manera
dependiente de la dosis, y este efecto es potenciado por NU7026 y NU7441, indicando que la
ausencia de la DNA-PK aumenta la sensibilidad de las células PC-3 a los farmacos
antimitéticos. La combinacion de NU7026 6 NU7441 con vincristina potencié 44 y 3,5 veces
su citotoxicidad, respectivamente, mientras que la combinacion con paclitaxel no indujo un
incremento significativo en su valor de EC50. Estos resultados muestran concordancia con
resultados recientes, que describen una sensibilizacion de células CCRF-CEM y CCRF-CEM
VCR/R de leucemia a la vincristina en presencia de NU7441 (Mould et al, 2014). Ademas, este
estudio también es el Gnico en la literatura en evaluar el efecto de la combiancion de farmacos
antimitéticos con NU7026 6 NU7441 en células tumorales de prostata. A pesar de la
potenciacion observada con vincristina en presencia de NU7026, el efecto de la combinacion
con inhibidores de TOP2 fue mas acusado en presencia de NU7026 y NU7441, por lo que se
eligieron los inhibidores de TOP2 para continuar con los ensayos de combinacion.

El papel clave de la DNA-PK y de la ATM en la reparacion de las DSB del DNA en
células de mamiferos sugiere que inhibiendo la funcion de una o ambas proteinas deberia
aumentar el nimero de DSB tras un tratamiento inductor de dafio (Tavecchio et al, 2012). Los
resultados de los ensayos cometa en condiciones alcalinas mostraron que la inhibicion de
DNA-PK o ATM incrementa levemente la longitud de las colas observadas pero solamente a
concentraciones bajas de mitoxantrona y en general sin significacion estadistica. Estos
resultados concuerdan en parte con lo observado en ensayos de cometa en condiciones neutras
por Shaheen y colaboradores en estas células, en las que el tratamiento combinado de IR con
NU7441 6 KU55933 durante 24 horas no indujo un incremento significativo del namero de
DSB con respecto al tratamiento con IR en solitario. No obstante, ellos si observaron un
incremento significativo en el nimero de DSB a ese tiempo tras el tratamiento combinado de
doxorrubicina y KU55933 (Shaheen et al, 2011). Por otra parte, el tratamiento con
doxorrubicina y NU7441 6 con mitoxantrona y NU7026 no indujo cambios significativos en la

acumulacién de yH2AX; tan solo incrementos leves. En células LNCaP y PC-3 tratadas con IR
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o doxorrubicina en presencia de DNA-PK inhibida si se habian observado diferencias

significativas en los niveles de yH2AX (Shaheen et al, 2011).

Segln la literatura, la fosforilacion de H2AX estd mediada por los tres miembros
principales de la familia PIKK: ATM (Burma et al, 2001; Wang et al, 2005), ATR (Anderson
et al, 2001; Chanoux et al, 2009) y DNA-PKcs (An et al, 2010; Park et al, 2003), teniendo
todos ellos el potencial de fosforilar H2AX cuando los otros estdn genéticamente
comprometidos (Andegeko et al, 2001; Burma et al, 2001; Stiff et al, 2004; Wang et al, 2005).
En los ensayos anteriores, el incremento de la sefial de pH2AX en presencia de DNA-PK
inhibida sugirié que ATM podria ser la quinasa responsable de esta fosforilacion. El estudio de
la sefial de pH2AX en presencia de los inhibidores NU7441 y KU55933 por separado o0 en
combinacion mostro que la inhibicion de la DNA-PK incrementa los niveles de pH2AX tras el
tratamiento con doxorrubicina, mientras que la inhibicion de ATM tanto en presencia como en
ausencia de DNA-PK inhibida los disminuye considerablemente. Esto implica que la
inhibicién de DNA-PK incrementa la sefial de pH2AX, puesto de manifiesto anteriormente,
mientras que la disminucion de yH2AX en presencia de ATM inhibida no es una consecuencia
de una menor generacién de DSB, como demuestran los ensayos de cometa, sino que es
consistente con datos que sugieren que ATM es la principal quinasa que fosforila H2AX y que
DNA-PK puede fosforilar H2AX so6lo en ausencia de ATM, pero no en presencia de ATM
inhibida quimicamente (Kinner et al, 2008). No obstante, podrian realizarse experimentos de

desfosforilacion in vitro para corroborar los resultados.

Los resultados de los experimentos de reparacién de DSB mostraron que la inhibicion
de la DNA-PK inhibe parcialmente la reparacion de roturas de doble cadena inducidas con
mitoxantrona. Este resultado coincide con el descrito por Tavecchio y colaboradores en células
MO059-Fus-1 (competentes para DNA-PK), las cuales reparan casi en su totalidad las roturas
inducidas por IR en las 24 horas siguientes al tratamiento, mientras que en presencia de
NU7441 se retraso la desaparicion de acumulos de yH2AX, con al menos un 32% restante a las
24 horas (Tavecchio et al, 2012). También, con lo descrito por Ciszewski y colaboradores en
células MCF-7, MDA-MB-231 y T47D de cancer de mama tratadas con IR, las cuales fueron
incapaces de reparar el 90% de las DSB durante las 24 horas de incubacion con NU7441
(Ciszewski et al, 2014).

En la literatura se ha sugerido que, cuando la DNA-PK esta defectuosa o inhibida, las
células son mas dependientes del sistema de recombinacion homdloga para reparar las roturas
de doble cadena en el DNA (Shrivastav et al, 2009). Los resultados de la actividad de HR

150



DISCUSION

medida a través de la deteccion de acimulos de Rad51 mostraron, sorprendentemente, que la
inhibicion de la DNA-PK a través de NU7026 reduce en gran medida la sefial de Rad51
inducida tras el tratamiento con mitoxantrona, inhibiendo por tanto la actividad de HR. En la
literatura, observaciones publicadas de niveles mayores de Rad51 en células defectuosas para
DNA-PK (Shrivastav et al, 2009) apoyaban la hipétesis inicial de que cuando DNA-PK esta
inhibida o defectuosa las células son mas dependientes de HR para reparar las DSB. Sin
embargo, la reduccion de la actividad de HR podria deberse a que, en presencia de NU7026, la
DNA-PK permanece unida a las DSB, obtruyendo el acceso de otras proteinas reparadoras
como Rad51. Esta explicacion estaria en consonancia con estudios que sugieren que la
inhibicion de la DNA-PK obstruye el acceso de PARP-1 al DNA (Veuger et al, 2004), y
corroborada por resultados en los que se observd una reduccion de acumulos de Rad51 en
células M059-Fus-1 y SW620 tratadas con IR y NU7441 (Tavecchio et al, 2012).

Ademas de desempefiar un papel importante en la reparacion mediada por NHEJ de las
DSB, se ha demostrado recientemente que la DNA-PK esta involucrada en el mantenimiento
de la estabilidad de la formacién del huso mitético y en la prevencién de la catastrofe mitdtica
(Shang et al, 2010). En este contexto, se ha demostrado que un gran nimero de proteinas de
respuesta al dafio en el DNA estan relacionadas con la estabilizacion del centrosoma y la
construccion del huso, asi como en la regulacion negativa de la muerte celular, y cuya
inactivacion puede facilitar la induccion de catastrofe mitética. Entre estas proteinas se
encuentra Chk2 (Castedo et al, 2004). Ante la hipotesis de que la DNA-PK podria estar
funcionalmente asociada con Chk2 en el mantenimiento de la estabilidad de la formacion del
huso en situaciones dafio en el DNA, nuestros resultados mostraron, en primer lugar, una
disminucion de la sefial de pChk2 en presencia de KU55933 y KU55933+NU7441, indicando
que ATM seria la principal quinasa responsable de su fosforilacion. Asimismo, mostraron una
disminucion en la sefial de la fosfoproteina en presencia de NU7441, sugiriendo que la
inhibicion de la DNA-PK inhibe parcialmente la fosforilacion de Chk2 y sugiriendo, por tanto,
una asociacion funcional entre ambas. Estos resultados son los Unicos encontrados en la
literatura en células tumorales de prostata y concuerdan con los descritos por Shang y
colaboradores en celulas HeLa y AT5BIVA, en los que la inactivacion de la DNA-PKcs por
SiRNA 6 NU7026 redujo la fosforilacion de Chk2 inducida por IR (Shang et al, 2010).
También concuerdan con publicaciones anteriores que describen como la DNA-PKcs regula la

fosforilacion de Chk2 en células deficientes para ATM (Tomimatsu et al, 2009).
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En ultimo lugar, se realizaron en este trabajo estudios de muerte celular con el objetivo
de evaluar el tipo de muerte celular inducida por la mitoxantrona y por su combinacion con los
inhibidores de la DNA-PK. Asi, los resultados de los ensayos de marcaje con Anexina V
mostraron que ni la mitoxantrona ni la combinacién con los inhibidores de la DNA-PK
inducen sefales de activacion de apoptosis temprana en las primeras 48 horas. En este tiempo
y en las mismas condiciones tampoco se observé activacion de las caspasas efectoras 3y 7,
enzimas criticas en la cascada de sefializacion de la apoptosis (Inoue et al, 2009). Los ensayos
de marcaje mitocondrial mostraron que la mitoxantrona tan solo induce sefiales muy leves de
apoptosis a las 72 horas de tratamiento, siendo similar en presencia de DNA-PK inhibida. Por
altimo, tampoco se observaron sefiales morfoldgicas de apoptosis en las células tratadas en
estas condiciones y tiempo en los resultados de microscopia y time-lapse. En la literatura se
han encontrado varias publicaciones que contradicen estos resultados. Asi, publicaciones
antiguas argumentan que la sensibilidad celular a agentes que dafian el DNA refleja la muerte
celular por apoptosis (Jaffrezou et al, 1998; Martin & Green, 1994; Perego et al, 2001; Wu &
El-Deiry, 1996; Zunino et al, 1997). Asimismo, se describe que la mitoxantrona y la
doxorrubicina inducen muerte celular mediante la formacion de DSB permanentes, que causan
parada del ciclo celular y desencadenan muerte celular programada mediada por p53 (Muller et
al, 1998). Otras publicaciones argumentan que el dafio en el DNA inducido por los complejos
DNA-TOP2 son seguidos de una parada en el ciclo celular en las fases G1 y G2 y de una
entrada en apoptosis (Heger et al, 2013; Perego et al, 2001). También, y segun la literatura, los
inhibidores de TOP2 bloquean eficazmente la transcripcion y la replicacion, las DSB son

detectadas rapidamente y las células, posteriormente, entran en apoptosis (Nitiss, 2009).

Sin embargo, y aunque ha sido ampliamente aceptado que el dafio en el DNA puede
desencadenar muerte celular por apoptosis, entre los genes que influyen en la respuesta
apoptotica parece que p53 y bcl-2 son cruciales (Perego et al, 2001). EI gen p53 en su estado
nativo participa en la respuesta celular a agentes que dafian el DNA, a través de la regulacion
de la progresién del ciclo celular, la reparacion del DNA vy la apoptosis (Harris, 1996). Sin
embargo, la mutacion de este gen se ha relacionado con resistencia a farmacos debido a una
capacidad reducida de las células para activar la respuesta apoptotica (Perego et al, 1996). Las
células PC-3 utilizadas en nuestro trabajo carecen de proteina p53 funcional, debido a una
mutacion con cambio de pauta del gen causada por una delecién en el codon 138 y por pérdida
del otro alelo (Isaacs et al, 1991). La falta de p53 funcional podria no estar desencadenando la
activacion de los procesos de apoptosis ante los farmacos inductores de dafio, como la

mitoxantrona o los inhibidores de DNA-PK. Este hecho también estaria corroborado en la
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literatura por Norbury y colaboradores, que argumentan que la pérdida de funcion de
reguladores proapoptoéticos como p53 y/o la sobreexpresion de proteinas antiapoptéticas como
Bcl-2 pueden inclinar la balanza a favor de la supervivencia de la célula tumoral tras un terapia
con agentes inductores de dafio en el DNA (Norbury & Zhivotovsky, 2004) (Figura 6.1).
También, Shaheen y colaboradores describen que la presencia de p53 en células LNCaP indujo
un gran incremento de la poblacién apoptdtica con dosis altas de doxorrubicina en presencia de
DNA-PK y ATM inhibidas (a las 48 horas), mientras que en ausencia de p53 en células PC-3
en las mismas condiciones de tratamiento no se observo un incremento de la muerte celular. A
dosis bajas de doxorrubicina, la poblacién apoptotica incrementdé en LNCaP tras 48 horas,
frente a las 96 horas que fueron necesarias en PC-3 para observar estas sefiales apoptoticas
(Shaheen et al, 2011). Estos resultados sugieren que la ausencia de apoptosis observada con
mitoxantrona tanto en solitario como en combinacién con los inhibidores de DNA-PK podria

deberse a la pérdida de funcion de p53.
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Figura 6.1. Mecanismos de vida o muerte tras el dafio en el DNA. Deteccion de dafio y mecanismos de
transduccion de sefiales comunes son compartidos entre vias que regulan la reparacion del DNA, la
activacion de los puntos de control del ciclo celular y la apoptosis. Las consecuencias de cualquier nivel de
dafio en el DNA son especificas de cada tipo celular. La supervivencia y proliferacién de células con DNA
dafiado contribuye al fracaso de estos procesos y a la tumorigénesis y resistencia al cancer. Figura tomada de
Norbury and Zhivotovsky (2004).

Por ultimo, los estudios de expresion génica mostraron que las células tratadas con

mitoxantrona no presentan un patréon diferencial de expresion de genes apoptdticos con
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respecto al control. Asi, en primer lugar, el tratamiento con mitoxantrona indujo un incremento
en la expresion de los genes antiapoptdticos BIRC3, IGF1IR y TNFRSF11B.

BIRC3 es miembro de la familia de inhibidores de apoptosis e interfiere con la
activacion de las caspasas (GrandPre et al, 2002). Esta inhibicion se produce a través de la
unién a los receptores del TNF (del inglés Tumor Necrosis Factor) TRAF1 y TRAF2,
probablemente interfiriendo con la activacion de las proteasas ICE (Uren et al, 1996). Actla
como una proteina ubiquitina ligasa E3, regulando la sefializacion de NFxB (Zhou et al, 2013)
y de proteinas como RIPK1, RIPK2, RIPK3, RIPK4, CASP3, CASP7, CASP8, IKBKE,
TRAF1 y BCL10 (Bertrand et al, 2011).

IGF1R es un receptor transmembrana de tipo tirosina quinasa que se une al factor de
crecimiento insulinico tipo 1 con una alta afinidad. Este receptor desempefia un papel critico en
eventos de transformacion y en la progresion del ciclo celular. Esta altamente sobreexpresado
en la mayoria de tejidos malignos, donde funciona como un agente antiapoptotico y
potenciador de la supervivencia celular. La proteina p53 mutante tiene un efecto estimulante
sobre la actividad del promotor de IGF1R, mientras que p53 en su estado nativo suprime la
actividad del mismo (Pop et al, 2006). En la literatura se describe que IGF1R estd implicado en
cancer de mama, préstata y pulmoén (Frosig et al, 2007; Miura et al, 1993; Thornberry et al,
1992), y que en la mayor parte de los tumores primarios y metastasicos de pacientes con cancer
de proéstata se encuentran niveles de expresion muy elevados de IGF1R (Thornberry et al,
1992). En algunos casos sus propiedades antiapoptéticas permiten que las células tumorales
resistan la citotoxicidad de los farmacos quimioterapéuticos o la radioterapia.

TNFRSF11B codifica para la osteoprotegerina (OPG), miembro de la superfamilia de
receptores del TNF. OPG es un receptor sefiuelo secretado por osteoblastos que funciona como
regulador negativo de la resorcién Osea, mediante la inhibicion de la diferenciacion de
precursores de osteoclastos, la inhibicion de la activacion de osteoclastos maduros y a través de
la estimulacion de la apoptosis de osteoclastos (Simonet et al, 1997; Tsuda et al, 1997). OPG
también actia como un receptor sefiuelo del ligando activador del receptor de NF-«xB
(RANKL) (Aoki et al, 2010; Miyashita et al, 2004), por lo que mediante su unién evita la

activacion de NF-kB.

Ademas, se observé un incremento en la expresion de los genes GADD45A, TXNL4B
y CYLD.

GADD45A (del inglés Growth arrest and DNA-damage-inducible protein) incrementa

sus niveles de transcripcion en condiciones de parada del crecimiento debida a estrés y tras el
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tratamiento con agentes inductores de dafio en el DNA (Salvador et al, 2013), activando la via
p38/INK a traves de las quinasas MTK1/MEKK4 (Takekawa & Saito, 1998). La transcripcion
de este gen estd mediada por mecanismos tanto dependientes como independientes de p53
(Carrier et al, 1994). GADDA45A colabora en la reparacion del DNA, inhibiendo la entrada de
las células en fase S (Smith et al, 1994) e interactuando con p21, un inhibidor del ciclo celular
(Kearsey et al, 1995). Este gen contribuye al mantenimiento de la estabilidad gendmica, la
reparacion del DNA vy a la inhibicion de la replicacion. En nuestros experimentos GADD45A

constituye un indicativo del dafio generado en el DNA por la mitoxantrona.

TXNL4B codifica para la proteina DLP o DIM2, requerida en la progresion del ciclo
celular para la transicién de la fase S a G2, y con un papel esencial en el proceso de empalme
del pre-RNAm (Reuter et al, 1999; Sun et al, 2004).

CYLD codifica para una enzima deubiquitinasa que rompe cadenas de poliubiquitina
unidas a lisina 63 de proteinas diana, regulando asi la supervivencia celular o la proliferacion.
Entre otros, CYLD actta como regulador negativo de NF-xB (Miyashita et al, 1994),
describiéndose en la literatura que la inhibicion de CYLD potencia la activacion de NF-xB,
aumentando la resistencia a la apoptosis y sugiriendo un mecanismo a través del cual la
pérdida de CYLD contribuye a la oncogénesis (Yin et al, 2006). Dado que la pérdida de la
expresion de CYLD se puede observar en diferentes tipos de cancer humano, se ha demostrado

que CYLD actlia como un gen supresor de tumores (Massoumi, 2011).

Aunque con niveles bajos de expresion, también se observd un incremento en la
expresion de los genes MAG, TNF e IGF1.

MAG (del inglés Myelin-Associated Glycoprotein) codifica para una glicoproteina de
membrana que participa en el proceso de mielinizacion (Ona et al, 1999). Esta proteina actla

como receptor de glicoconjugados sialilados y media interacciones mielina-neurona.

TNF codifica para una citoquina multifuncional proinflamatoria que pertenece a la
superfamilia del factor de necrosis tumoral TNF. Esta citoquina es secretada principalmente
por macrdfagos y se une y funciona a través de los receptores TNFRSF1IA/TNFR1 y
TNFRSF1B/TNFBR. Esta involucrada en la regulacién de un amplio espectro de procesos
bioldgicos, como la proliferacion celular, diferenciacion, apoptosis, metabolismo lipidico y la
coagulacién (Kearsey et al, 1995; Takekawa & Saito, 1998; Trompouki et al, 2003). En
nuestros resultados la sobreexpresion de TNF podria estar mas relacionada con la proliferacion

celular que con la apoptosis.
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IGF1 codifica para una proteina similar a la insulina en funcién y estructura, que se
une especificamente al receptor IGF1IR (Zhu & Kahn, 1997). Esta proteina desempefia un
papel importante en el crecimiento y media muchos de los efectos estimulantes provocados por
la hormona del crecimiento (GH) (Le Roith et al, 2001), estando a su vez su sintesis estimulada
por esta hormona. Es uno de los activadores méas potentes de la transduccion de la sefial PKB
(Hers, 2007) y un potente inhibidor de la muerte celular programada (Murray et al, 2003; Saeki
et al, 2002).

Por otra parte, el tratamiento con mitoxantrona indujo la regulacion negativa de los

genes proapoptoticos BAX y CASP1, asi como del gen INS.

BAX codifica para una proteina perteneciente a la familia de proteinas Bcl-2. Los
miembros de la familia Bcl-2 forman hetero- u homodimeros y actian como reguladores anti o
pro-apoptoticos que estan involucrados en una amplia variedad de actividades celulares. Bax
forma un heterodimero con Bcl-2 y funciona como un activador de la apoptosis (Carrier et al,
1994). Esta proteina interactia con el canal de aniones dependiente de voltaje mitocondrial
(VDAC), provocando una pérdida del potencial de membrana y la liberacion de citocromo c
(Salvador et al, 2013).

CASP1 fue identificado por su capacidad de cortar proteoliticamente y activar el
precursor inactivo de la interleugquina-1 (Thornberry et al, 1992). Se ha demostrado que este
gen induce la apoptosis celular (Miura et al, 1993) y que puede funcionar en diversas etapas

del desarrollo.

INS codifica para la proteina insulina, hormona polipeptidica secretada por las células
beta de los islotes de Langerhans del pancreas que interviene en el aprovechamiento
metabdlico de los nutrientes. La union de la insulina al receptor de insulina (INSR) estimula la

captacion de glucosa (Frosig et al, 2007).

En resumen, la mitoxantrona parece incrementar la expresion de genes implicados en la
respuesta al dafio en el DNA, como GADD45A. Asimismo, parece incrementar la expresion de
genes antiapoptoticos y disminuir la expresion de algunos genes proapoptéticos. La ausencia
de cambios de expresién de los genes proapoptoticos CASP3, CASP6, CASP7, CASP9, FAS y
FASLG corrobora estos resultados, sugiriendo que la mitoxantrona no induce muerte celular

por apoptosis en las células PC-3.

En segundo lugar, el tratamiento con mitoxantrona en presencia de DNA-PK inhibida

indujo nuevamente un incremento en la expresion de los genes antiapoptoticos BIRC3, IGF1R
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y TNFRSF11B, asi como de los genes GADD45A, TXNL4B, CYLD, MAG, TNF e IGF1.
Ademas, indujo la regulacion positiva del gen antiapoptético BCL2A1 y de los genes

antiapoptéticos no pertenecientes a la familia Bcl-2 CFLAR y BIRC2.

BCL2A1 codifica para un miembro de la familia de proteinas Bcl-2. La proteina
codificada por este gen reduce la liberacion de citoquinas proapoptéticas como citocromo ¢ de

la mitocondria y bloguear la activacion de las caspasas.

CFLAR (del inglés Caspase-8 and FADD like apoptosis regulator) codifica para la
proteina inhibidora FLIP (del inglés FLICE inhibitory protein), que se une al DISC (del inglés

death-inducing signalling complex) e nterfiere en la induccién de la apoptosis.

BIRC2, también llamada c-1AP1, codifica para una proteina miembro de la familia de
proteinas inhibidoras de la apoptosis, que inhiben este proceso mediante su union a TRAF1 y

TRAF2, probablemente interfiriendo en la activacion de las proteasas ICE.

Asimismo, indujo un incremento de expresion de genes proapoptéticos de la familia
Bcl-2, como BCL2L11 y BMF.

BCL2L11 (del inglés bcl-2-like protein 11), también llamado BIM, es un activador de
la apoptosis que interacciona con BCL2L1/BCL-X(L). BMF también funciona como un
activador de la apoptosis.

También, se observo un incremento en la expresion de los genes ULK1, DPYSL4,
CCDC103y ATG12.

ULK1 (del inglés Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase) codifica para una serina-
treonina quinasa que desempefia un papel clave en la induccion de la autofagia, regulando la
formacion de los precursores de autofagosomas. La autofagia estd regulada por la via de
mTORCL1, que regula el crecimiento celular (He & Klionsky, 2009; Jung et al, 2010; Yang &
Klionsky, 2010). En condiciones favorables mTORC1 estimula la sintesis proteica y el
crecimiento celular y suprime la autofagia, mientras que en condiciones desfavorables
mTORC1 se inhibe, lo que resulta en la supresion del crecimiento celular y la induccidn de la
autofagia (Mizushima, 2010). mTORCL1 inhibe la autofagia a través de la fosforilacion de
ULK1 (Jung et al, 2009). En nuestros resultados, el dafio en el DNA inducido por la
mitoxantrona y por la inhibicion de DNA-PK podria estar afectando la expresion de mTORCI,
resultando en la supresion del crecimiento celular y en un aumento de expresion de ULK1,

aunque no se observan sefiales morfolégicas de autofagia.
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DPYSL4 codifica para la proteina colapsina CRMP3 6 ULIP4, implicada en la
regulacion de la diferenciacion neuronal (Byk et al, 1996). Kimura y colaboradores
demostraron agentes antitumorales inducian la expresién de DPYSL4, regulada por p53, y que
la apoptosis inducida por estos agentes era reprimida en células silenciadas para este gen
(Kimura et al, 2011), sugiriendo que DPYSL4 es un nuevo factor inductor de apoptosis en
respuesta al dafio en el DNA. En nuestros resultados y en ausencia de p53 no se observan
sefiales claras de apoptosis, aunque la expresion de este gen estaria aumentada como

consecuencia del dafio en el DNA inducido.

CCDC103 codifica para una proteina de anclaje a dineinas necesaria para la movilidad
ciliar (Panizzi et al, 2012).

ATG12 es el homologo humano de una proteina de levadura implicada en la autofagia
(Mizushima et al, 1998).

Por ultimo, el tratamiento con mitoxantrona indujo la regulacion negativa del gen
proapoptético BAX y del gen INS. Asimismo, indujo la regulacion negativa del gen
antiapoptdtico BCL2 y de los genes ESR1, CD40LG y KCNIPL.

BCL2 (del inglés B cell lymphomal/leukemia 2 gene) esta implicado en la regulacion de
la homeostasis del calcio y el flujo de protones en la mitocondria (Zhu et al, 1999) y, como

consecuencia, inhibe la liberacion del citocromo ¢ (Murphy et al, 2000).

ESR1 codifica para un receptor de estrogenos compuesto por varios dominios
importantes en la unién de hormonas, union al DNA vy la activacion de la transcripcion. Los
estrogenos y sus receptores son esenciales para el desarrollo sexual y la funcion reproductiva.

En la literatura se ha descrito su implicacion en cancer de préstata (Wang et al, 2013).

CD40LG codifica para una proteina que se expresa en la superficie de las células T y
estd implicada en la regulacién de la funcion de células B a través de CDA40.

KCNIP1 codifica para un miembro de la familia de proteinas citosolicas que
interactlian con canales de potasio dependientes de voltaje. Los canales de potasio controlan el
potencial de membrana, y contribuyen a los potenciales de accion nervioso y cardiaco, asi
como a la liberacion de neurotransmisores. También estan involucrados en la liberacion de
insulina, la diferenciacion, activacion, proliferacion o la apoptosis. La alteracion de la
expresion de estos canales se ha detectado en un gran nimero de células cancerosas y

tumorales (Felipe et al, 2006).
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En resumen, el tratamiento combinado de mitoxantrona con los inhibidores de DNA-
PK parece incrementar igualmente la expresion de genes implicados en la respuesta al dafio en
el DNA, como GADD45A. Ademas, y a pesar de incrementar la expresion de dos genes
proapoptéticos de la familia de Bcl-2, parece también incrementar en términos generales la
expresion de genes antiapoptdticos (mas que con la mitoxantrona en solitario) y mantener la
disminucion del gen proapoptotico BAX. Asimismo, parece mantener la ausencia de cambios
de expresion de genes codificantes para caspasas, FAS y FASLG.

Recientemente, el término necroptosis se ha utilizado para designar un tipo particular
de necrosis programada que depende de la actividad serina/treonina quinasa de RIP1 (Kroemer
et al, 2009). Se ha demostrado que la inhibicion farmacoldgica o genética de varios enzimas
clave afecta profundamente a la ejecucion de la necroptosis, entre los que se incluyen RIP1,
ciclofilina D, PARP-1 y el factor inductor de apoptosis AIF (Galluzzi & Kroemer, 2008). La
actividad de RIP1 se requiere para la muerte por necroptosis tanto en células murinas como
humanas (Holler et al, 2000), y la activacion excesiva de la proteina de reparacion del DNA
PARP1 se ha visto implicada en la necrosis desencadenada por la alquilacién del DNA (Zong
et al, 2004). Nuestros resultados no mostraron un incremento en la expresion de PARPL.
Ademas, entre los 84 genes analizados no se encontraban RIP1 ni AlF, por lo que no podemos
afirmar que la mitoxantrona induzca procesos de necroptosis. No obstante, en este proceso esta
implicada la proteina CYLD, encargada de deubiquitinar RIP1 para activar, en ultima
instancia, la ejecucion de la necroptosis (Galluzzi et al, 2012). Nuestros resultados mostraron
un incremento notable en la expresion de este gen tanto tras el tratamiento con mitoxantrona
como con los inhibidores de DNA-PK. Ademas, se observd un incremento de la expresion de
BMF tras el tratamiento con inhibidores de DNA-PK, estando también la proteina codifica por
este gen implicada en la necroptosis (Hitomi et al, 2008) a través de la interferencia con el
bloqueo de la permeabilizacion de la membrana mitocondrial interna mediado por Bcl-2/Bcl-
XL (Galluzzi & Kroemer, 2008). Por tanto, no podemos descartar la necroptosis como tipo de
muerte celular desencadenada por nuestros tratamientos, aunque seria importante analizar la
expresion de RIP1 o AlF, asi como hacer estudios de morfologia celular a tiempos mayores

que los analizados en este trabajo.

El otro tipo de muerte celular que podria estar desencadenandose en las células PC-3
seria la catastrofe mitotica, porque cumple varias de sus condiciones. En primer lugar, ésta se

activa por mitosis aberrantes y, tras ellas, las células exhiben frecuentemente grandes
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alteraciones nucleares, como micro- y multinucleaciones, que han sido utilizadas como
marcadores morfoldgicos para la deteccion de este tipo de muerte celular (Galluzzi et al,
2012). Nuestros resultados mostraron multinucleacion en la mayoria de células tanto tratadas
con mitoxantrona como en combinacion con los inhibidores. Ademas, este mecanismo es
iniciado por perturbaciones del aparato mitético, tanto de cromosomas como de la maquinaria
que asegura su correcta segregacion, y es paralelo a cierto grado de parada del ciclo en mitosis
(Galluzzi et al, 2012). Esto coincide con nuestros resultados, en los que dosis bajas de
mitoxantrona inducen una parada del ciclo en fase S a las 24 horas y en Sy G2/M a las 48
horas. Sin embargo, y segun Galluzzi y colaboradores, la sefializacion inducida por dafio en el
DNA e iniciada en la transicion G2/M por el punto de control G, (que a menudo, aunque no
siempre, es mediado por miembros de la familia de TP53) no constituye un caso de catastrofe
mitética, por lo que el tratamiento con mitoxantrona podria no ajustarse a este mecanismo de
muerte celular. No obstante, segin Shang y colaboradores (Shang et al, 2010), la catastrofe
mitética si puede ser inducida por agentes que dafian el DNA, como la radiacion ionizante
(Huang et al, 2005; Nitta et al, 2004) o agentes que interfieren con los microtubulos (Dowling
et al, 2005).

La inhibicion de la DNA-PK en células tratadas con mitoxantrona inhibe parcialmente
la fosforilacion de Chk2, necesaria para la estabilizacion del centrosoma y la correcta
formacion del huso mitético, por lo que la combinacion de mitoxantrona con NU7026 6
NU7441 si podria desencadenar el mecanismo de catastrofe mitética. Ademas, y por
definicién, en Gltima instancia las células sufren muerte celular o senescencia (Galluzzi et al,
2012), lo que se corrobora con los ensayos de citoxicidad. Ademas, este mecanismo no esta
limitado por la activacion de p53, lo que podria encajar con la ausencia de p53 funcional

caracteristica de las células PC-3.

En conclusidn, los datos presentados en este trabajo demuestran la capacidad citotoxica
de la combinacion con los inhibidores de la DNA-PK en la linea tumoral PC-3, su efecto
sinérgico en combinacién con la mitoxantrona y el retraso tanto en la reparacion de DSB del
DNA como en la actividad reparadora del sistema de recombinacion homologa, asi como un
estudio de los mecanismos de muerte celular inducida por estos farmacos. Todos estos
resultados demuestran que la combinacion de sustancias inhibidoras de los sistemas de
reparacion del DNA como el NU7026 o el NU7441 con farmacos inductores de estos dafios

puede ser de utilidad terapéutica.
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1. La inhibicion de la DNA-PK, por NU7026 6 NU7441, aumenta la sensibilidad
de las células PC-3 al inhibidor de TOP2 mitoxantrona y al agente antimitdtico vincristina. La
combinacion de mitoxantrona con estos inhibidores de la DNA-PK muestra un efecto
citotoxico sinérgico en esta linea celular.

2. Los inhibidores de la DNA-PK en combinacion con la mitoxantrona aumentan
levemente la induccion de roturas de doble cadena (DSB), especialmente a tiempos bajos.

3. La ATM es la principal quinasa responsable de la fosforilacion de H2AX en

células PC-3 tras el tratamiento con doxorubicina. Ademas, la DNA-PK no puede fosforilar
H2AX cuando la ATM es inhibida por KU55933.

4. Los inhibidores de la DNA-PK NU7026 y NU7441 retrasan la reparacion de las
roturas de doble cadena inducidas por la mitoxantrona.

5. El inhibidor de la DNA-PK NU7026 inhibe la actividad reparadora del sistema
de Recombinacion Homdloga (HR) tras el tratamiento con mitoxantrona.

6. La ATM es la principal quinasa responsable de la fosforilacion de la quinasa
mitética Chk2 en T68 que es inducida por la mitoxantrona, aunque la DNA-PK también puede

contribuir a este proceso.

7. La mitoxantrona, en solitario o en presencia de inhibidores de la DNA-PK, no
activa reacciones apoptoticas. Esto se confirma por observaciones de microscopia en “time-

lapse” de las células tratadas.

8. El efecto citotoxico inducido por la mitoxantrona, tanto en presencia como en
ausencia de inhibidores de la DNA-PK, no implica la expresion de genes proapoptoticos, segin

el resultado de experimentos de retrotranscripcion y PCR cuantitativa.
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1. The inhibition of DNA-PK, by NU7026 or NU7441, increases the sensitivity of
PC-3 cells to the TOP2 inhibitor mitoxantrone and the microtubule-targeting agent vincristine.
The combination of mitoxantrone with these DNA-PK inhibitors shows a cytotoxic synergistic
effect in this cell line.

2. DNA-PK inhibitors in combination with mitoxantrone increase slightly the
induction of double strand breaks (DSB), especially at early time points.

3. ATM is the major kinase responsible for H2AX phosphorylation in PC-3 cells
following doxorubicin treatment. Furthermore, DNA-PK appears unable to phosphorylate
H2AX when ATM is inhibited by KU55933.

4. DNA-PK inhibitors NU7026 and NU7441 delay mitoxantrone-induced double
strand breaks repair.

5. DNA-PK inhibitor NU7026 inhibits Homologous Recombination (HR) repair
system activity following mitoxantrone treatment.

6. ATM s the major kinase responsible for mitoxantrone-induced checkpoint
kinase 2 (Chk2) phosphorylation at T68 although DNA-PK may also contribute to this process.

7. Mitoxantrone, alone or in the presence of DNA-PK inhibitors, does not activate

apoptotic reactions. This is confirmed by time-lapse microscopy observation of treated cells.

8. The mitoxantrone-induced cytotoxic effect observed in the presence or the
absence of DNA-PK inhibitors does not imply expression of proapoptotic genes, as assessed
by RT-gPCR.
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10.1. Material Suplementario

Regulacion  Regulacion

Regulacién (+/-) (+/-)
(+/-) Mito + Mito +
Gen Simbolo Mito NU7026 NU7441
C-abl oncogene 1, non-receptor tyrosine
Kinase ABL1 1,02 1,09 -1,33
V-akt murine thymoma viral oncogene
homolog 1 AKT1 -1,14 -1,10 -1,33
Apoptotic peptidase activating factor 1 APAF1 -1,11 1,69 1,27
Amyloid beta (A4) precursor protein APP -1,08 1,21 1,04
ATG12 autophagy related 12 homolog (S.
cerevisiae) ATG12 1,50 2,29 1,45
ATG16 autophagy related 16-like 1 (S.
cerevisiae) ATG16L1 -1,63 -1,77 -1,37
ATG3 autophagy related 3 homolog (S.
cerevisiae) ATG3 -1,02 -1,33 -1,53
ATGS5 autophagy related 5 homolog (S. i
cerevisiae) ATGS 1,07 1,17 1,01
ATG7 autophagy related 7 homolog (S.
cerevisiae) ATG7 -1,28 1,05 -1,25
ATPase, H+ transporting, lysosomal 13kDa,
V1 subunit 32 ATP6V1G2 1,17 1,52 1,25
BCL2-associated X protein BAX -2,42 -6,58 -7,24
B-cell CLL/lymphoma 2 BCL2 -1,40 -1,95 -2,69
BCL2-related protein Al BCL2A1 1,29 2,61 1,62
BCL2-like 1 BCL2L1 -1,53 -1,97 -2,43
BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) BCL2L11 1,12 2,07 1,19
Beclin 1, autophagy related BECN1 1,24 1,66 1,26
Baculoviral 1AP repeat containing 2 BIRC2 1,30 2,01 1,38
Baculoviral AP repeat containing 3 BIRC3 3,61 6,60 4,30
Bcl2 modifying factor BMF 1,06 5,46 2,61
Chromosome 1 open reading frame 159 Clorf159 1,58 1,14 -1,33
Caspase 1, apoptosis-related cysteine )
peptidase (interleukin 1, beta, convertase) CASF1 Sl bl il
Caspase 2, apoptosis-related cysteine
peptidase CASP2 -1,11 1,08 -1,10
Caspase 3, apoptosis-related cysteine
peptidase CASP3 1,14 1,62 1,25
Caspase 6, apoptosis-related cysteine
peptidase CASP6 -1,37 -1,32 -1,48
Caspase 7, apoptosis-related cysteine
peptidase CASP7 -1,05 1,23 -1,12
Caspase 9, apoptosis-related cysteine
peptidase CASP9 -1,94 1,23 1,05
Coiled-coil domain containing 103 CCDC103 1,28 2,59 2,90
CD40 molecule, TNF receptor superfamily CD40 121 104 -1.30

member 5
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CDA40 ligand CD40LG -2,69 -2,07 -5,62
CASP8 and FADD-like apoptosis regulator CFLAR 1,42 2,08 1,79
COMM domain containing 4 COMMDA4 1,11 1,27 -1,02
Cathepsin B CTSB -1,18 1,37 1,05
Cathepsin S CTSS 1,26 1,72 1,92
Cylindromatosis (turban tumor syndrome) CYLD 2,27 3,88 3,37
Defensin, beta 1 DEFB1 1,14 1,14 -2,07
DENN/MADD domain containing 4A DENND4A -1,03 1,35 1,10
DNA fragmentation fac_tor, 45kDa, alpha DEFA 1,04 119 1,52
polypeptide
Dihydropyrimidinase-like 4 DPYSL4 1,24 2,65 2,25
Eukaryotic translation initiation factor 5B EIFSB -1,00 -1,27 -1,30
Estrogen receptor 1 ESR1 -1,19 -2,24 -3,02
Fas (TNF receptor superfamily, member 6) FAS 1,23 1,31 1,19
Fas ligand (TNF superfamily, member 6) FASLG -1,09 -4,07 -60,71
Forkhead box 11 FOXI1 1,45 1,95 1,27
Glucosidase, alpha; acid GAA 1,02 1,51 1,04
Growth arrest and IaDIIF\)Igdamage—mdumble, GADD45A 10,67 13,37 7,59
UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine:polypeptide N- ) i
acetylgalactosaminyltransferase 5 (GalNAc- GALNTS 2,55 1,35 1,07
T5)
Growth factor receptor-bound protein 2 GRB2 -1,16 1,05 1,05
HSPB (heat shock 27k1Da) associated protein HSPBAP1 1,43 1,76 1,26
Huntingtin HTT -1,17 1,17 -1,16
Interferon, gamma IFNG -2,12 -13,80 -9,12
Insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) IGF1 -2,29 -15,50 -18,50
Insulin-like growth factor 1 receptor IGF1R 168,39 10800,42 3680,84
Insulin INS -3,88 -12,84 -21,93
Immunity-related GTPase family, M IRGM 1,29 3,82 -1,74
Junctophilin 3 JPH3 -2,43 -3,91 -4,67
Kv channel interacting protein 1 KCNIP1 -6,22 -63,26 -33,00
Myelin associated glycoprotein MAG 6,54 2,16 2,97
Microtubule-associated protein 1 light chain3 MAP1LC3 1,03 1,83 128
alpha A
Mitogen-activated protein kinase 8 MAPKS8 1,33 1,63 1,48
Myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2- MCL1 1,01 1,32 1,05
related)
Nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells 1 IRz i — L/
Nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with i i i
CARD domain) NOL3 1,16 1,13 1,30
Olfactory receptor, family 10, subfamily J, ) )
member 3 OR10J3 1,89 2,98 3,56
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Poly (ADP-ribose) polymerase 1 PARP1 -1,09 -1,76 -1,47

Poly (ADP-ribose) polymerase 2 PARP2 -1,06 -1,58 -1,56
Phosphoinositide-3-kinase, class 3 PIK3C3 1,24 1,50 1,10
Poliovirus receptor PVR 1,83 1,72 1,01

RAB25, member RAS oncogene family RAB25 1,25 1,11 -1,14
Ribosomal %ﬁt;g:;?dlglgase, 70kDa, RPS6KB1 1,00 1,48 1,25
$100 calcium binding protein A7A S100A7A -1,41 -1,32 1,27
Synucleln,aa::]@t:signgpegd;s%c;;nponent of SNCA 1,79 1,83 -2,02
Spermatogenesis associated 2 SPATA2 1,20 1,25 1,01
Sequestosome 1 SQSTM1 1,36 1,89 1,88
Synaptonemal complex protein 2 SYCP2 1,03 1,49 -1,31
Transmembrane protein 57 TMEMS57 -1,05 1,01 -1,26

Tumor necrosis factor TNF 3,90 9,45 1,80

Tumor necr05|sr1;aé:rtr?t:erre(1:%2tor superfamily, TN FiSFlO 1,27 102 138
Tumor necrosis r1;aecr'§?brerre§(:aLpt))tor superfamily, TN FI;SFll 3,57 2,67 2,53
Tumor necrosis :rz]ag';;)'r)g?clextor superfamily, TNFESFl 134 144 162
Tumor protein p53 TP53 1,78 4,00 1,93

TNF receptor-associated factor 2 TRAF2 -1,12 1,08 -1,17
Thioredoxin-like 4B TXNL4B 2,95 2,06 1,82
Unc-51-like kinase 1 (C. elegans) ULK1 1,75 3,71 2,30
X-linked inhibitor of apoptosis XIAP 1,26 1,45 1,15
Actin, beta ACTB -1,15 -1,10 -1,25
Beta-2-microglobulin B2M 1,29 1,32 1,47
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH -1,05 -1,16 -1,07
Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 HPRT1 -1,09 -1,18 -1,26
Ribosomal protein, large, PO RPLPO 1,01 1,14 1,16

Tabla 10.1. Expresion diferencial de genes en células tratadas con mitoxantrona en presencia o
ausencia de NU7026 6 NU7441. Valores de cambios de expresion con respecto al control de 84 genes en
células PC-3 tratadas durante 14 horas con mitoxantrona 0,3 UM en presencia o ausencia de NU7026 10 uM
0 NU7441 1 uM, medidos mediante RT-qPCR array. En rojo se muestran los valores cuyo cambio de
expresion es > 1,95 (regulacidn positiva); en azul se muestran los valores cuyo cambio de expresion es < 1,95
(regulacién negativa). El array correspondiente al control y al tratamiento con mitoxantrona se realiz6 por
duplicado, mientras que los arrays de los tratamientos combinados se realizaron una sola vez. Mito:
mitoxantrona; Mito+NU7026: mitoxantrona+NU7026; Mito+NU7441: mitoxantrona+NU7441.
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Proteomic Analysis of Annexin A2 Phosphorylation Induced by
Microtubule Interfering Agents and Kinesin Spindle Protein
Inhibitors
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Microtubule interfering agents (MIAs) are antitumor drugs that inhibit microtubule dynamics, while
kinesin spindle protein (KSP) inhibitors are substances that block the formation of the bipolar spindle
during mitosis. All these compounds cause the accumulation of mitotic cells and subsequently cell
death. We used two-dimensional gel electrophoresis (2DE) followed by MALDI-MS analysis to
demonstrate that the MIAs vinblastine (Velban) and paclitaxel (Taxol), as well as the KSP inhibitor
S-tritil-L-cysteine, induce the phosphorylation of annexin A2 in human lung carcinoma A549 cells. Further
tandem mass spectrometry analysis using a combination of peptide fragmentation methods (CID and
ETD) and multiple reaction monitoring (MRM) analysis determined that this modification occurs mainly
at threonine 19. We show that MIAs and KSP inhibitors only induce this phosphorylation in cells capable
of reaching the M phase. Furthermore, we demonstrate that CDK activity is required for the
phosphorylation of annexin A2 induced by MIAs and KSP inhibitors. Finally, we have used double
thymidine block synchronization to demonstrate that annexin A2 is not phosphorylated during a normal
mitosis, indicating that this phosphorylation of annexin A2 is a specific response to these drugs.

Keywords: 2DE ¢ annexin A2 ¢ mass spectrometry e vinblastine e mitosis ¢ phosphorylation

Introduction

Microtubule dynamics is a relevant process during mitosis
where the microtubule architecture undergoes intense modi-
fications. This implication in cell division makes microtubules
an important target for antitumor drugs.’

Microtubule interfering agents (MIAs) are substances that
bind to tubulin and block microtubule dynamics.? This block-
age makes the cells unable to satisfy the mitotic checkpoint
requirements, therefore causing the accumulation of M phase
cells. Eventually, most of these mitotic cells will die through
different mechanisms.® MIAs are the most frequently used and
most effective drugs in cancer treatment; therefore, intensive
studies of these drugs, as well as of compounds with similar
mechanisms of action, have been carried out over the last years.
Nowadays, the most used MIAs for cancer treatment are vinca
alkaloids (VAs) and taxanes.*

VAs are drugs derived from the periwinkle Catharanthus
roseus. This group comprises natural molecules such as vinc-
ristine (Oncovin) and vinblastine (Velban) and semisynthetic
molecules such as vinorelbine (Navelbine).® These agents

*To whom correspondence should be addressed. Tel: +34-985102717.
Fax: +34-985104213. E-mail: pslazo@uniovi.es.

T Universidad de Oviedo.

¥ Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC).

10.1021/pr100377v. © 2010 American Chemical Society

inhibit microtubule dynamics by binding to the interface of
two tubulin heterodimers. This interaction forms a wedge that
blocks the polymerization of microtubules.®

Taxanes are drugs derived from the trees Taxus baccata and
Taxus brevifolia. This group comprises the natural molecule
paclitaxel (Taxol) and the semisynthetic molecule docetaxel
(Taxotere). These agents block microtubule dynamics by bind-
ing to the taxane binding domain of f-tubulin. This event
stabilizes the microtubule network and inhibits its depolym-
erization.?

Many molecular effects of MIAs are still unknown. Thus, the
determination of these molecular actions is of great importance
since they may be related to side effects and resistance
development, one of the major problems after MIA treatment.

Some of these unwanted effects are caused by the inhibition
of microtubule dynamics in nondividing cells. In the past few
years, kinesin spindle protein (KSP) has become a new target
for cancer treatment. This mitotic kinesin is essential for the
formation of the bipolar spindle.” KSP activity can be specif-
ically inhibited with compounds, for example, S-tritil-L-cysteine
(STLC) or Ispinesib, directed to loop 5, which is not present in
other related kinesins. As for MIAs, treatment of cells with these
inhibitors makes the cells unable to satisfy the mitotic check-
point causing their accumulation at the mitotic phase and
eventually causing them to die. However, these substances
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cause fewer side effects, since they do not have any described
effect in nondividing cells. Currently, the KSP inhibitor Ispine-
sib is in phase II clinical trials.®

Annexins are calcium-dependent phospholipid-binding pro-
teins implicated in many cellular functions. These proteins have
a highly conserved C-terminal annexin core domain implicated
in lipid and ion binding and a variable N-terminal domain that
participates in the interaction with the S100 protein family.®
Annexin A2 (Anx A2) is also able to bind cholesterol containing
membranes in a calcium-independent manner.'° This annexin
can be found as monomers or forming heterotetramers nor-
mally with SI00A10 (also known as p11).'! As a lipid-interacting
protein, annexin A2 is implicated in several membrane-related
events, such as the organization of membrane domains or
membrane—cytoskeleton linkages,'? endocytosis and exocy-
tosis,'®'* cell—cell adhesion,'® cell surface fibrinolysis,'® and
the regulation of ion channels.'” Furthermore, annexin A2
interacts with actin and plays a role in actin filament dynam-
ics.'® This annexin has also been detected in the nucleus, and
in vitro experiments show that it can enhance DNA polymerase
a.'? In relation to tumorigenesis, several publications associate
annexin A2 with cell proliferation,”~?* migration and differen-
tiation,?*?* invasion,?® angiogenesis, and metastasis.”® How-
ever, the role of annexin A2 in cancer is controversial since it
is upregulated in hepatocellular carcinoma, pancreatic adeno-
carcinoma, high-grade glioma, gastric carcinoma, acute pro-
myelocytic leukemia, primary colorectal cancer, lung cancer,
breast cancer, and cervical squamus cell carcinoma but down-
regulated in laryngeal or esophageal squamous cell carcinoma
and prostate adenocarcinoma.’” Moreover, annexin A2 is
overexpressed in multidrug-resistant breast cancer cells,> and
it is processed by the protease Omi/HtrA2 during cisplatin-
induced apoptosis.?® It has been associated with p53-induced
cell death,® and there is also one study that correlates the
combination of annexin 2 presence and annexin Al absence
with poor response to neoadjuvant chemotherapy in advanced
breast cancer.*°

In the past few years, the development of proteomic tech-
niques has made two-dimensional gel electrophoresis (2DE)
followed by mass spectrometry (MS) analysis a powerful tool
for the analysis of complex protein mixtures. This methodology
has been recently used to investigate proteins that are regulated
by chemotherapeutic agents.?'*? By using 2DE and MS analy-
sis, we have determined that MIAs and the KSP inhibitor STLC
induce the phosphorylation of annexin A2 at least at threonine
19 (T19) in A549 cells. We have also demonstrated that cells
have to reach the M phase for this phosphorylation to occur
during mitosis and that CDK activity appears to be required.
Finally, we show that this phosphorylation does not occur
during a normal mitosis, which clearly indicates that it is a
specific response to the drug treatment.

Experimental Section

Cell Culture, Treatment, and Synchronization. A549 cells
were propagated in DMEM F12 (Lonza), containing 100 ug/
mL gentamicin and 10% heat inactivated fetal bovine serum
(FBS) (Lonza). For experiments, cells were treated with 0.1 uM
vinblastine (Sigma), 0.1 uM paclitaxel (Sigma), and 2 ug/mL
aphidicolin (Sigma), which were dissolved in ethanol, and 5
uM STLC (Calbiochem) and 50 uM roscovitine (Calbiochem),
which were dissolved in DMSO. The final concentrations of
ethanol and DMSO were 0.01%. For cell synchronization,
double thymidine block was used.*® Briefly, A549 cells were
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grown in medium containing 2 mM thymidine for 16 h. Then,
they were washed with PBS and grown in fresh medium
without thymidine for 10 h. After that, cells were grown again
for 16 h in medium supplemented with 2 mM thymidine to
obtain a culture of cells arrested at S phase. Finally, cells were
released by replacing the thymidine supplemented medium
with fresh medium and harvested when required.

Flow Cytometry. Cells were collected by trypsinization and
fixed for at least 30 min in 70% ethanol at —20 °C. Then, ethanol
was removed, and cells were stained with staining solution (PBS
supplemented with 0.1% (v/v) sodium citrate, pH 7.4, 0.2 mg/
mL RNase A, 20 ug/mL propidium iodide). Cell cycle was
analyzed in a FACscan flow cytometer (Becton Dickinson) using
Cytomics RXP and ModFYT software.

Two-Dimensional Gel Electrophoresis (2DE). Protein sepa-
ration analysis by 2DE experiments was carried out as described
previously.>* Briefly, cells were solubilized in UTATH buffer [7
M urea, 2 M thiourea, 1% (v/v) amidosulfobetaine-14, 50 mM
2-hydroxyethyl disulfide (HED), 0.5% (v/v) IPG buffer, pH 3—10
(Bio-Rad)] and desalted with a desalting spin column (Pierce),
and 60—100 ug of protein was loaded onto a strip holder. The
first dimension was run in 7 cm Immobiline DryStrips pH 3—11
(GE-Healthcare) for 12 h at 30 V, 250 V h at 500 V, 500 V h at
1000 V and 8000 V h at 5000 V. For second dimension, strips
were equilibrated in equilibration buffer (6 M urea, 30%
glycerol, 50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2% (w/v) SDS, 0.002% (w/v)
bromophenol blue) and run in 10% polyacrylamide gels
supplemented with 50 mM HED and 6 M urea.

Gel Staining and Spot Quantitation. Gels were sequentially
stained with the phosphospecific dye ProQ-Diamond (Invit-
rogen) and with the general protein dye Sypro-Ruby (Invitro-
gen) as indicated by the manufacturer’s protocol, and scanned
with a Typhoon Trio (GE Healthcare). Spot intensities were
measured with Same Spots software (Nonlinear Dynamics)
using the Sypro-stained electropherograms. For manual exci-
sion of spots of interest, gels were stained with Coomassie blue.
Thus, gels were fixed with fixing solution (20% (v/v) methanol,
10% (v/v) acetic acid) for 24 h, stained with Coomassie solution
(0.25% (w/v) brilliant blue R250, 45% (v/v) methanol, 10% (v/
v) acetic acid) for 2 h, and destained with fixing solution for
24 h.

MALDI-MS Analysis and Database Searching. Protein spots
from Coomassie-stained gels were manually excised, destained
in destaining solution [50 mM HED, 25 mM ammonium
bicarbonate/ACN 70:30 (v/v)] and incubated with 12 ng/mL
trypsin (Promega) in 25 mM ammonium bicarbonate at 60 °C
for 1 h. Four microliters of 1% TFA was added to each sample.
Then, the samples were sonicated for 10 min and desalted with
a ZipTip Millipore). Peptides were eluted with 2 uL of matrix
solution, a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) (10 mg/mL)
in ACN/0.1% TFA (50:50 v/v). Protein identification by MALDI-
MS was performed on a Voyager-DE STR (Applied Biosystems).
Data from 50—200 laser shots were collected to produce a mass
spectrum in a mass range of 1000—4000 Da.

The resulting raw data files from MALDI-MS analysis were
converted into complete peak lists using Data Explorer 4.0.0
(Applied Biosystems) software, using baseline correction, noise
filter, and deisotoping. The mass spectrum data were searched
against Swiss-Prot database (release 56.9) restricted to human
subset database (20 276 entries) using the Aldente software
(version 11/02/2008, http://www.expasy.org/tools/aldente/).>>
Peptide tolerances in MS and MS/MS modes were 200 ppm
and 0.2 Da, respectively. Trypsin was designated as protease,
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Figure 1. Vinblastine induces cell death and causes the accumulation of mitotic cells. A549 cells were treated with vehicle (control) or
0.1 uM vinblastine for 20 h: (A) cells were stained with propidium iodide and analyzed by flow cytometry; (B) cell extracts were subjected
to Western blot analysis using antibodies against phosphorylate histone H3 at serine 10 (upper panel), MPM2 epitopes (middle panel),

and p-Actin (lower panel).

and one missed cleavage was allowed; searches were performed
with HED-modified cysteine and oxidation of methionine
residues allowed as variable modifications.

MS Analysis by LTQ-Orbitrap XL-ETD. Protein spots from
Coomassie-stained gels were excised and digested with trypsin
or Lys-C endoproteases. Gel plugs were reduced with 10 mM
DTT in 50 mM ammonium bicarbonate and alkylated with 50
mM iodoacetamide in 50 mM ammonium bicarbonate. For
trypsin digestion, modified porcine trypsin (sequencing grade,
Promega) was added at a final ratio of 1:50 (trypsin/protein)
in 50 mM ammonium bicarbonate to the dried gel pieces. For
the Lys-C digestion, 0.3 ug of endoproteinase Lys-C (Sigma)
was added per reaction. In both cases, digestion proceeded
overnight at 37 °C. The resulting digestion solutions were
vacuum-dried and finally dissolved in 1% acetic acid for protein
identification and characterization by nano LC-MS analysis.

Peptides were injected onto a C-18 reversed phase (RP)
nanocolumn (100 um internal diameter and 12 cm, Mediter-

ranea sea, Teknokroma) and analyzed in a continuous aceto-
nitrile gradient consisting of 0—40% B in 45 min, 50—90% B in
1 min (B = 95% acetonitrile, 0.5% acetic acid). A flow rate of
300 nL/min was used to elute peptides from the RP nanocol-
umn to an emitter nanospray needle for real time ionization
and peptide fragmentation on an ETD equipped LTQ-Orbitrap
XL mass spectrometer (Thermo Fisher). An enhanced FT-
resolution spectrum (resolution = 30 000) followed by the data-
depended fragmentation spectra from the three most intense
parent ions (dissociated using two different activations, ETD
and CID) were performed on each ion and analyzed along the
chromatographic run (70 min). Complementary activation by
ETD was conducted to facilitate the fragmentation of phos-
phorylated peptide precursors; the reaction time of peptide
precursors with fluoranthene was set at 100 ms. Dynamic
exclusion was set at 0.5 min.

For protein identification and posttranslational modification
characterization, fragmentation spectra were searched against

Journal of Proteome Research ¢ Vol. 9, No. 9, 2010 4651



research articles

Control

Fernandez-Garcia et al.

ProQ-Diamond

‘ 1w
S =

Sypro-Ruby

I

11 J7

IB: Annexin A2

911
pl

Figure 2. Annexin A2 is affected by vinblastine treatment in A549 cells. Cells were treated with vehicle (control) or 0.1 uM vinblastine
for 20 h. Cell extracts were resolved in a 2DE. Then, proteins were stained with ProQ-Diamond (upper panels) or Sypro-Ruby (middle
panels) or transferred to a PVDF membrane and subjected to Western blot analysis using antibodies against annexin A2 (lower panels).

Only the region of interest of the 2D-gel is shown.

Table 1. Identification and Quantification of the Indicated
Spots in Vinblstine-Treated Cells

fold accession no. of unique
spot® change p-value protein number score % con”  peptides
1 3.9 0.004 ANXA2 PO07355 93.52 43 11
2 1.0 0.856 ANXA2 P07355 129.71 49 12
3 1.1  0.576 ANXA2 P07355 209.11 53 13
4 1.1  0.729 ANXA2 P07355 49.88 30 8

“Spot number according to Figure 2. ”Percentage of sequence
coverage.

MSDB database using the Mascot software (Matrix Science,
London, U.K; http://www.matrixscience.com). Two missed
cleavages were allowed, and an error of 10 ppm or 0.8 Da was
set for full MS or MS/MS spectra searches, respectively.
Oxidation of methionine and phosphorylation of serine, threo-
nine, and tyrosine were used as variable modifications. All
identifications were performed by Proteome Discoverer 1.0
software (Thermo Fisher). Decoy database search for FDR (false
discovery rates) analysis was set at 0.05 by applying corre-
sponding filters. Manual spectra inspection was conducted on
all potential phosphopeptides to eliminate false positives. Each
final data set was the result of four biological replicates.

Multiple Reaction Monitoring (MRM) Experiments. Sam-
ples were treated following the same previously detailed
preparation protocol and analyzed with a 4000 Q-Trap hybrid
system (Applied Biosystems). An MRM analysis of selected pairs
followed by an enhanced resolution scan (for charge and mass
determination), and an enhanced product ion scan (for se-
quence CID fragmentation) were analyzed along the chromato-
graphic run (80 min).

For protein identification and posttranslational modification
characterization, all MS/MS spectra were searched against
MSDB database using the Analyst 1.4 software (Applied Bio-
systems).

Western Blot Analysis. For 1D Western blot analysis, cell
extracts were obtained in Laemmli buffer and heat denatured,
and 5—10 ug of protein was electrophoresed on 10% SDS—PAGE
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gels. For 2DE Western blot analysis, cell were extracted in
UTATH buffer and separated as described above. After elec-
trophoresis, proteins were transferred to PVDF membranes
(Millipore). Membranes were blocked with TBS/Tween-20
supplemented with 5% w/v nonfat milk for 1 h at room
temperature, then incubated with primary antibody overnight
at 4 °C and with secondary antibody for 1 h at room temper-
ature and developed with enhanced chemiluminescence re-
agents (GE-Healthcare). Anti-annexin A2 (BD Bioscience, cat.
no. 610068), anti—p54“rb (BD Biosciences, cat. no. 611278), anti-
phospho-Ser/Thr-Pro MPM-2 (Millipore, cat. no. 05-368), anti-
histone H3 phosphorylated at serine 10 (Santa Cruz, cat. no.
sc-8656), anti-f-actin (Sigma, cat. no. A-5441), anti-rabbit
peroxidase (Cell Signaling, cat. no. 7074), and anti-mouse
peroxidase (Sigma, cat. no. A-9044) were used at 1:10 000,
1:10 000, 1:2000, 1:50 000, 1:20 000, 1:20 000, and 1:10 000
dilutions, respectively.

In Vitro Dephosphorylation Assay. Vinblastine-treated cells
were lysed in UTATH buffer. Once UTATH was removed using
a Microcone filter device (Millipore), proteins were recovered
in water and quantified by Bradford assay. Proteins (560 ug)
were dephosphorylated with 1 protein phosphatase (1-PPase)
(New England BioLabs) as described in the manufacturer’s
protocol. After elimination of reaction buffer with a microcone,
proteins were recovered in UTATH buffer and separated by 2DE
as described above.

Results and Discussion

Response of A549 Cells to Vinblastine Treatment. Treat-
ment of cells with VAs induces an accumulation of cells at M
phase and eventually cell death. To confirm these effects in
our culture conditions, A549 cells were treated with either
vehicle or 0.1 uM vinblastine for 20 h. DNA content of these
cells was analyzed using propidium iodide staining followed
by flow cytometry. The results showed that vinblastine addition
increases the peak that comprises the unviable subGO0 cell
population as well as the peak that comprises cells at G2 or M
phase (Figure 1A). To distinguish between G2 and M cells, we
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Figure 3. Identification of phosphorylated annexin A2 in vinblastine-treated cells. Cell extracts from vinblastine-treated A549 cells were
incubated in the presence or the absence of 1-PPase. After incubation, cell extracts were analyzed by 2DE followed by Western blot

analysis using antibodies against annexin A2.

used the activity of two mitotic kinases: histone H3 phospho-
rylated at serine 10, considered as a substrate of aurora B
kinase,***” and the epitopes recognized by the MPM-2 anti-
body, considered as substrates of CDKI1. These epitopes are
phosphorylated serines or threonines followed by a proline ([S/
TIP) and are strongly phosphorylated during the M phase.*®
Western blot analysis showed that both phosphorylated histone
H3 and MPM-2 epitopes increase after vinblastine treatment
(Figure 1B). These data demonstrate that in our culture
conditions vinblastine induces cell death and the accumulation
of cells at M phase.

Identification of Annexin A2 as a Vinblastine-Regulated
Protein. To study the proteins altered upon vinblastine treat-
ment, A549 cells were treated with either vehicle or 0.1 uM
vinblastine for 20 h. Protein extracts were separated by 2DE,
and proteins were sequentially stained with ProQ-Diamond and
Sypro-Ruby dyes. The electropherogram obtained after Sypro-
Ruby staining showed several up-regulated spots in vinblastine-
treated cells (not shown). Among these, we focused our
attention on a spot that we named 1 (Figure 2, middle panels).
Fluorescence quantification of three independent experiments
with SameSpots software (using Sypro-Ruby staining images)
determined that spot 1 undergoes a statistically significant (p
< 0.05) increase of 3.9 fold after drug treatment (Table 1). Spot
1 was also stained with the phosphospecific dye ProQ-
Diamond, indicating the presence of phosphorylated proteins
in this spot (Figure 2, upper panels). For protein identification,
gels were stained with Coomassie blue, and spot 1 was
manually excised from the gel and digested with trypsin. Then,
the peptides obtained were analyzed by MALDI-MS. Aldente
analysis of MS data demonstrated that spot 1 contains annexin
A2 with a statistically significant score of 93.52 (Table 1). The
presence of annexin A2 in spot 1 was confirmed using Western
blot analysis (Figure 2, lower panels). This analysis also revealed
another five spots containing annexin A2 (named 2, 3, 4, A,
and B), which differ in their electrophoretic mobility very likely
as a consequence of post-translational modifications of the
protein. Spots 2, 3, and 4 were also observed in Sypro-Ruby
electropherograms but not after ProQ-Diamond staining (Fig-
ure 2, upper and middle panels). Fluorescence quantification
determined no significant variation of these spots after drug
treatment. Spot A (induced in vinblastine-treated cells) and spot
B were not localized in gels stained with Sypro-Ruby, and they
were therefore not quantified.

Identification of Phosphorylated Annexin A2 in Vinblas-
tine-Treated Cells. As described above, spot 1 but not spots 2,
3, and 4 was stained with the phosphospecific dye ProQ-
Diamond (Figure 2, upper panels) indicating that annexin A2
is phosphorylated after vinblastine treatment. To confirm that
the vinblastine-induced forms of annexin A2 are phosphory-

lated, an in vitro dephosphorylation assay was performed. Thus,
protein extracts from cells treated with 0.1 «M vinblastine for
20 h were incubated in the presence or in the absence of
A-PPase, as described in the Experimental Section. Then,
extracts were subjected to 2DE followed by Western blot
analysis. Vinblastine-induced forms of annexin A2 (spots 1 and
A) were undetected after phosphatase treatment (Figure 3),
clearly indicating that vinblastine induced the phosphorylation
of annexin A2.

To characterize the phosphorylation site(s) induced by
vinblastine, spots containing annexin A2 were excised and
digested with trypsin or Lys-C endoproteases, and the resulting
peptides mixtures were subjected to LC-MS/MS analysis using
an ETD equipped LTQ-Orbitrap XL hybrid system. The com-
bination of the two different proteases allowed the identifica-
tion of annexin A2 with high sequence coverage (61%; Supple-
mental Figure S1, Supporting Information). MS analysis of
peptides in spot 1 showed unambiguously the presence of a
phosphorylation site at residue T19 in the sequence LSLEGDH-
StPPSAYGSVK, where t is the phosphothreonine (Figure 4). This
phosphopeptide was characterized using two different activa-
tion forms, CID and ETD (Figure 4A,B, respectively).

Despite T19 being the most abundant phosphorylation site
within the annexin A2-derived peptides, other phosphorylation
sites were also detected, but with lower intensity. Thus, the
analysis of the CID fragmentation spectrum unveils phospho-
rylation of residues S18 and S22 (Figure 4A, insert). In addition,
the analysis of the ETD fragmentation spectrum revealed the
presence of phosphorylated residues at S12 and Y24. All these
phosphorylation sites were confirmed by the comprehensive
analysis of the corresponding ETD fragmentation spectra
(Supplementary Figure S2, Supporting Information).

It has been previously demonstrated that the phosphoryla-
tion of annexin A2 at Y23 by Src regulates actin remodelling
and cell scattering. These events implicate Y23 phosphorylation
in the epithelial—-mesenchymal transition,® and also, phos-
phorylation in Y23 regulates translocation of annexin A2 to the
cell surface.*® Furthermore, the phosphorylation of annexin A2
at serine 25 by PKC regulates nuclear entry of this protein.*!
This nuclear localization has been related to DNA synthesis
and cell proliferation. It has been also demonstrated that serine
11 can be phosphorylated by PKC in vitro and that the
phosphorylation at this position also regulates the nuclear
localization of the protein.*? Phosphorylation of annexin A2 at
serine 18 has been detected in protein extracts from isolated
mitotic spindles.** However, phosphorylation of annexin A2 at
threonine 19 has only been observed in large proteome
analysis, and there are no data about the regulation or the
function of this modification.***>

Journal of Proteome Research ¢ Vol. 9, No. 9, 2010 4653



research articles

A)

2.0e6

ms2 642.63@cid
e
LSLEGDHﬁ_tIPPSAYGSVK
B8 a
1.4e6
y18(3+)
§ fi7ia 6430
: +
- y17(3+)
§
z
9(2+
8.0e5 yas:IEa } V6
y14(2+)
: T422
2.0e5

600

B)

[M+3H](3+)

Fernandez-Garcia et al.

9057 LSLEGDH TPPSAYGSVK

"

Platwr Stasnciancs.

y16(2+)
8633

*

«|| v10
l yl1

1735
v LA

yl2

13108

1000 1400

miz, amu

64,
1051ms2 642.63@etd
LSLEGDHS!PPSAYGSVK T
cb 1I9 !c:rs 5
63.2.2
[M+2H](2+)
z6 w634 217
- 212 i
é“ | ﬁ;‘ss?
2 15
,‘E | 217(2+) - I'. 155 6
c13(2+ ' 1z
24 | m:( ) \ 1:4.2‘746.-'014
! \ J 15526
! \z1 z16
- 1708.7
WE

800

1300 18000

Figure 4. Characterization of the phosphorylation site in annexin A2 by CID and ETD activation. (A) Characterization of the triply charged
peptide LSLEGDHSTPPSAYGSVK at m/z 642.4 Da by CID activation. The MS/MS spectrum displays the fragment ions corresponding
to the principal fragmentation series (y-carboxy and b-amino). Water loss is labeled with an asterisk and doubly and triply charged
fragment ions are marked with (2+) and (3+) symbols, respectively. Fragments for accompanied series (a series) are also labeled. The
analysis of the spectrum indicates that T19 is the main phosphorylated residue, as demonstrated by both y-series (y9—y10) and b-series
(b8—b9), numbered boxes; however, the detection of indicative fragments with lower intensity (inserts) suggests the presence of two
additional phosphorylated sites within the molecule, that is, S18 (upper insert) and S22 (lower insert). (B) Characterization of the triply
charged peptide LSLEGDHSTPPSAYGSVK by ETD activation. MS/MS spectrum of the peptide at m/z 642.4 Da displays the fragment
ions corresponding to the principal fragmentation series (c-carboxy and z-amino). Doubly- and triply charged fragment ions are marked
with (2+) and (3+) symbols. T19 is the main phosphorylated residue as demonstrated in the insert (ions z9 and z10).

Intracellular localization of annexin A2 appears to be closely
associated with its ongoing distinct funcion.*® Annexin A2 has
a nuclear export signal (NES) domain in the N-terminus and
several phosphorylation sites, and this might play an important
role in regulating annexin A2 function in the nucleus. Also, the
complex formed by annexin A2 and the antiapoptotic protein
HSP27 translocates from cytoplasm into nuclei after UVC
radiation, and this event is involved in UVC resistance in
human cells.*” In our study, we demonstrate that Vb induces
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the phosphorylation of annexin A2 at least in T19, and we
propose that this modification might be regulating the intra-
cellular localization and therefore the activity of annexin A2.

Induction of Annexin A2 Phosphorylation by Taxanes
and KSP Inhibitors. Once we demonstrated that vinblastine
induces the phosphorylation of annexin A2, we analyzed
whether other mitotic damaging agents also induce this
modification. Thus, A549 cells were treated with vehicle, 0.1
uM vinblastine, 0.1 uM paclitaxel, or 5 uM STLC for 20 h.
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Figure 5. Taxanes and KSP inhibitors also induce the phosphorylation of annexin A2. A549 cells were treated for 20 h with vehicle
(control) or 0.1 uM vinblastine (Vb), 0.1 uM paclitaxel (Ptx), or 5 uM S-tritil-L.-cysteine (STLC) as indicated. Then, cell extracts were

subjected to 2DE followed by Western blot analysis using antibodies against annexin A2.
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Figure 6. Aphidicolin-induced cell cycle arrest at S phase inhibits vinblastine-mediated phosphorylation of annexin A2. A549 cells
were treated with vehicle (control), 0.1 uM vinblastine (Vb), 2 ug/mL aphidicolin (Aph) or the combination of both reagents (Aph + Vb)
for 20 h. Aphidicolin was added 24 h before MIA treatment. Then, cell extracts were subjected to 2DE followed by Western blot analysis

using antibodies against annexin A2.

Western blot analysis using antibodies against phosphorylated
histone H3 and MPM-2 epitopes showed that all these drugs
cause the accumulation of cells at M phase (Supporting
Information, Figure S3A). 2DE followed by Western blot analysis
showed that all MIAs and KSP inhibitors tested induced the
phosphorylation of annexin A2 (Figure 5).

Relationship between the Accumulation of Mitotic Cells
and the Phosphorylation of Annexin A2 Induced by Mito-
tic Damaging Agents. To analyze whether the accumulation
of cells at M phase induced by mitotic damaging agents is
necessary for the phosphorylation of annexin A2 to take place,

we arrested cells at the beginning of S phase by using the DNA
polymerase inhibitor aphidicolin. Thus, A549 cells were treated
with vehicle, 2 ug/mL aphidicolin, 0.1 M vinblastine, or the
combination of both reagents for 20 h. Aphidicolin was added
24 h prior to MIA treatment. Western blot analysis using
antibodies against phosphorylated histone H3 and MPM-2
epitopes demonstrated that vinblastine is unable to induce the
accumulation of mitotic cells in the presence of aphidicolin
(Supporting Information, Figure S3B). 2DE of cell extracts
followed by Western blot analysis showed that vinblastine
induced the phosphorylation of annexin A2, as expected.
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Figure 7. Annexin A2 is dephosphorylated after mitotic exit. (A) A549 cells were treated with vehicle (control), 0.1 M vinblastine (Vb),
50 uM roscovitine (Ros), or the combination of both reagents (Vb + Ros) for 6 h. Vinblastine was added 20 h before roscovitine treatment.
Then cell extracts were subjected to 2DE followed by Western blot analysis using antibodies against annexin A2. (B) Cell extracts were
subjected to Western blot analysis using antibodies against MPM-2 epitopes (upper panel), phosphorylated histone H3 (middle panel)

or -actin (lower panel).

Interestingly however, vinblastine is not able to induce the
phosphorylation of annexin A2 in the presence of aphidicolin
(Figure 6). These results clearly demonstrate an association
between the accumulation of mitotic cells induced by vinblas-
tine and the phosphorylation of annexin A2.

Annexin A2 Phosphorylation Is Dependent on CDK Activ-
ity. After showing that the phosphorylation of annexin A2 only
occurs when cells reach the M phase, we analyzed whether
annexin A2 was dephosphorylated when cells exit mitosis. For
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this purpose, we used roscovitine, an inhibitor of CDK activity
that causes premature mitotic exit.*® Thus, A549 cells were
treated with vehicle, 0.1 M vinblastine, 50 4M roscovitine, or
the combination of both reagents for 6 h. Vinblastine was added
20 h before roscovitine. 2DE of cell extracts followed by Western
blot analysis using antibodies against annexin A2 showed that
vinblastine induces the phosphorylation of annexin A2 as
expected. Interestingly however, addition of roscovitine after
vinblastine treatment causes annexin A2 dephosphorylation
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Figure 8. Analysis of the vinblastine-induced phosphorylation of the [T/S]P motifs of annexin A2 by MRM. (A) Experimental design of
the MRM analysis. Selected masses set at the quadrupoles Q1 and Q3 for the analysis of phosphorylation at T19, T105, and S236.
Masses corresponding to both the nonphosphorylated and the phosphorylated peptides (labeled with an asterisk) were monitored
along the chromatogram in Q1, and a characteristic fragment ion was set in Q3 for each peptide. (B) Total ion chromatogram (TIC) of
the six pairs selected. Sequences found are labeled at the corresponding retention time. (C) Enhanced resolution (ER) scan of the triply
charged peptide at m/z 642.4 spanning the sequence LSLEGDHStPPSAYGSVK and containing one phosphorylation at T19.

(Figure 7A). Western blot analysis using MPM-2 antibody
showed that roscovitine inhibited the CDK activity induced by
vinblastine. Moreover, Western blot analysis also showed that
the addition of roscovitine to vinblastine-treated cells reduced
the levels of phosphorylated histone H3, though not to the
control levels (Figure 7B). Thus, it is likely that after 6 h of
roscovitine treatment CDK was inhibited although not every
cell exited mitosis. These data indicate that annexin A2 is
dephosphorylated when cells exit mitosis. Furthermore, it
suggests that the phosphorylation of annexin A2 is dependent
on CDK activity. This is consistent with previous results
showing that level of annexin A2 protein is regulated in a cell-
cycle specific manner, and posttranslational modifications of
the protein may also contribute to the regulation of its activity
or stability.*?

Phosphothreonine 19 Is Contained in the Major Phospho-
rylated [T/S]P Motif of Annexin A2 Induced by Vinblastine.
As indicated above, annexin A2 phosphorylation depends on
CDK activity. CDK1, the main CDK in mitosis, phosphorylates
preferentially serine or threonine included in [S/T]P motifs.
Threonine 19, which is the major substrate for antimitotic-
induced phosphorylation, is contained in a [S/T]P motif. To
determine whether other [S/T]P motifs present in annexin A2
were also phosphorylated, we used a high-sensitivity, targeted
MRM analysis with a hybrid triple quadrupole system to
analyze the phosphorylated and the nonphosphorylated forms
of the peptide containing these motives. Spot 1 was manually

excised from the gel and processed as described in the
Experimental Section. We specifically searched for the phos-
phorylated and the nonphosphorylated forms of the peptide
LSLEGDHSTPPSAYGSVK, which contains T19, the peptide
TPAQYDASELK which contains T105, and the peptide SYSPY-
DMLESIR, which contains S236 (Figure 8). The corresponding
paired transitions (parent ion mass/diagnostic ions) were set
in Q1 and Q3 quadrupoles, respectively (Figure 8A). Only three
chromatographic intense peaks were detected in the MRM
analysis, comprising the nonphosphorylated sequences for
peptides TPAQYDASELK and SYSPYDMLESIR (Figure 8B) and
the T19-phosphorylated sequence LSLEGDHStPPSAYGSVK, as
expected (Figure 8C). These data clearly show that T19 is the
major [S/T]P motif of annexin A2 that is phosphorylated after
vinblastine treatment.

Annexin A2 Is Not Phosphorylated during Normal Mitosis.
To analyze whether the phosphorylation of annexin A2 ob-
served after the treatment with vinblastine is a consequence
of the accumulation of mitotic cells or is a specific effect of
the drug, we studied whether annexin A2 is phosphorylated
during normal mitosis. Thus, A549 cells were synchronized at
S phase using double thymidine block and then released to
obtain cell populations at different time points. Western blot
analysis of cell extracts using antibodies against phosphorylated
histone H3 and MPM-2 epitopes showed that cells enter M
phase between 8 and 9 h after release and leave mitosis at
about 12 h after release (Figure 9A). Flow cytometry analysis
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Figure 9. Study of annexin A2 phosphorylation during normal mitosis. A549 cells were synchronized at S phase using double thymidine
block as indicated in the Experimental Section. Cells were then released from thymidine block, and aliquots of the culture were harvested
at the indicated times for analysis. (A) Cell extracts were analyzed by Western blot analysis using antibodies against MPM-2 epitopes
(upper panel), phosphorylated histone H3 (middle panel), or -actin (lower panel). (B) 2DE followed by Western blot analysis using
antibodies against annexin A2 (upper panels) or p54™™ (lower panel).

also confirmed these events (Supporting Information, Figure
S4). 2DE of cell extracts followed by Western blot analysis
showed that p54™™, a nuclear protein whose phosphorylation
has been linked to the M phase,”®®! is phosphorylated 9 h after
release (mitosis) and dephosphorylated 13 h after release (after
mitotic exit) (Figure 9B, lower panel). Opposite to p54™™®,
annexin A2 is not phosphorylated during mitosis and remains
nonphosphorylated after the mitotic exit (Figure 9B, upper
panel). These data clearly indicate that annexin A2 is not
phosphorylated during a normal mitosis, and therefore the
phosphorylation induced by antimitotic compounds is a spe-
cific response of cells to these drugs.

The phosphorylation of annexin A2 might be mediated by a
kinase that is not active during normal mitosis. However, while
a normal mitosis takes about 1 h, the drug-treated cells are
maintained in mitosis for more than 8 h. It is possible that this
phosphorylation occurs due to the aberrant activation of a
kinase that is also activated during a normal mitosis, CDK1
being a likely candidate. This possibility is consistent with the
fact that the phosphorylation found in annexin A2 occurs at
T19, which is contained in a [S/T]P motif, which are prefer-
entially phosphorylated by CDK1.

As previously mentioned, MIA and KSP inhibitors make the
cells unable to satisfy the mitotic checkpoint, which dramati-
cally extends the duration of mitosis. There are data indicating
that the extension of the mitotic process is detected by the cells
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and considered as a stress situation that finally triggers cell
death in normal cells. Annexin A2 appears to have an antiapo-
ptotic function, since its downregulation resulted in decreased
proliferation, invasive potential, cell cycle inhibition, and
increased apoptosis.?®?1?829 Also, annexin A2 binds to and
mediates the role of TM601 as an antiangiogenic therapeutic
agent,”® which is consistent with previous studies that suggests
a role for annexin A2 as a therapeutic target in angiogenesis
and tumor progression.”® The work described here indicates
that annexin A2 is not phosphorylated during a normal mitosis,
and therefore the phosphorylation induced by MIAs and KSP
inhibitors is a specific response of cells to these drugs. These
results indicate that the phosphorylation of annexin A2 at
threonine 19 could be used as a mitotic stress marker.

Conclusions

In this paper, we have used proteomic approaches to
determine that microtubule interfering agents and KSP inhibi-
tors induce the phosphorylation of annexin A2 at least on
threonine 19. This phosphorylation of annexin A2 at threonine
19 has only been observed previously in large proteome
analysis, and there are no data about the regulation or the
function of this modification.***®> We show that in cells unable
to reach the M phase of the cell cycle due to the treatment
with aphidicolin, MIAs are unable to induce the phosphory-
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lation of annexin A2. Annexin A2 is dephosphorylated when @
cells exit mitosis after treatment with vinblastine followed by
roscovitine (as demonstrated when both mitotic markers

MPM-2 and phosphorylated histone H3 disappear), indicating 8
that this phosphorylation of annexin A2 is dependent on CDK
activity. ©
Our data clearly indicate that the phosphorylation of annexin
A2 occurs only during the mitosis arrest induced by antimitotic
drugs. Furthermore, using double thymidine block synchroni- (10)
zation, we have demonstrated that this phosphorylation does
not occur during a normal mitosis. Altogether, these data an
indicate that the phosphorylation of annexin A2 is a response
of cells to drug treatment and is not a consequence of the 12)
accumulation of cells at M phase. Annexin A2 is phosphorylated 13)
only during mitosis in which mitotic stress is present, but not
during normal mitosis, suggesting that this phosphorylation
could be involved in the cell response to these drugs, and
therefore phosphorylation of annexin A2 at threonine 19 could a4
be used as a mitotic stress marker.
Abbreviations: 2DE, two-dimensional gel electrophoresis; (15)
CHCA, a-cyano-4-hydroxycinnamic acid; CID, collision-in-
duced dissociation; EPIs, enhanced product ion scan; ERs, 16)
enhanced resolution scan; ETD, electron transfer dissociation;
KSP, kinesin spindle protein; MIA, microtubule interfering an
agent; MRM, multiple reaction monitoring; A-PPase, 1-protein
phosphatase; STLC, S-tritil-L-cysteine; TIC, total ion chromato-
gram; VA, vinca alkaloid. (18)
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ABSTRACT:

Tumor Necrosis Factor (TNF) interacts with two receptors known as TNFR1 and
TNFR2. TNFR1 activation may result in either cell proliferation or cell death. TNFR2
activates Nuclear Factor-kappaB (NF-kB) and c-Jun N-terminal kinase (JNK) which
lead to transcriptional activation of genes related to cell proliferation and survival.
This depends on the binding of TNF Receptor Associated Factor 2 (TRAF2) to the
receptor. TNFR2 also induces TRAF2 degradation. In this work we have investigated
the structural features of TNFR2 responsible for inducing TRAF2 degradation and have
studied the biological consequences of this activity. We show that when TNFR1 and
TNFR2 are co-expressed, TRAF2 depletion leads to an enhanced TNFR1 cytotoxicity
which correlates with the inhibition of NF-kB. NF-kB activation and TRAF2 degradation
depend of different regions of the receptor since TNFR2 mutants at amino acids
343-349 fail to induce TRAF2 degradation and have lost their ability to enhance
TNFR1-mediated cell death but are still able to activate NF-kB. Moreover, whereas
NF-kB activation requires TRAF2 binding to the receptor, TRAF2 degradation appears
independent of TRAF2 binding. Thus, TNFR2 mutants unable to bind TRAF2 are still
able to induce its degradation and to enhance TNFR1-mediated cytotoxicity. To test
further this receptor crosstalk we have developed a system stably expressing in cells
carrying only endogenous TNFR1 the chimeric receptor RANK-TNFR2, formed by the
extracellular region of RANK (Receptor activator of NF-kB) and the intracellular region
of TNFR2.This has made possible to study independently the signals triggered by
TNFR1 and TNFR2. In these cells TNFR1 is selectively activated by soluble TNF (sTNF)
while RANK-TNFR2 is selectively activated by RANKL. Treatment of these cells with
sTNF and RANKL leads to an enhanced cytotoxicity.

INTRODUCTION. while membrane-bound TNF (mTNF) activates both
receptors [1, 2]. Both TNFRs are highly similar in their

TNF interacts with two receptors known as TNFR1 extracellular regions which contain four cysteine-rich

and TNFR2. Soluble TNF (sTNF) only activates TNFR1, domains (CRD)[3]. However, TNFR1 and TNFR2 are
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quite different in their intracellular regions. TNFR1
contains a Death Domain (DD) responsible for triggering
apoptosis whereas TNFR2 signals depend on the binding
of several TRAF proteins and does not trigger apoptosis.
TNFR1 is a ubiquitous receptor the activity of
which can result in either cell proliferation or cell death
depending on the cell line and the microenvironmental
conditions. Upon binding of TNF to TNFRI1, different
signalling complexes may be formed [4]. Complex I is
a transmembrane complex leading to proliferative signals
mainly mediated by NF-kB. The activation of TNFR1
also implies the internalization of the receptor and the
formation of Complex II or DISC (Death Inducing
Signalling Complex), implicated in the induction of
apoptosis [5]. When caspases are inhibited however,
Complex II is unable to trigger apoptosis, leading to the
formation of a third complex named Necroptosome [6, 7]
that is involved in the induction of necroptosis [8, 9].
TNFR2 is not so well characterized. The facts
that TNFR2 expression is restricted to certain cell types
[10] and that this receptor is activated only by mTNF
[1] have contributed to this lack of information. After
ligand binding, TNFR2 binds TRAF2 directly. Some
other adaptor proteins such as TRAF1, TRAF3, Cellular
Inhibitor of Apoptosis 1 (cIAP1) and cIAP2 bind to the
receptor through TRAF2 [11, 12]. Thus, TRAF2 is a
key mediator in receptor signalling [13]. TRAF2 binds
to TNFR2 through two different sites in its intracellular
region. The first site is comprised of amino acids 402-
SKEE-405 and fits into the known TRAF binding site
of the TNFR superfamily of receptors [12]. A second
TRAF2 binding site has been recently identified by us
[14] and is comprised of the last 15 amino acids at the
C-terminal region of the receptor, being residues 425-
KPL-427 directly responsible for this interaction. TNFR2
activation implies the induction of genes implicated in
cell proliferation through NF-kB and N-terminal Jun
Kinase (JNK) [15-17]. More recently it has been shown
that TNFR2 and other receptors belonging to the TNFR
superfamily induce TRAF2 degradation[18, 19]. We
have shown that amino acids 343-349 are responsible
for this action [14] although little is known about the
molecular mechanisms implicated. TNFR2-induced
TRAF2 depletion may lead to cell death because survival
and proliferative signals triggered by both TNFR1 and
TNFR2 depend on TRAF2. In this work we show that
TRAF2 depletion leads to an enhanced cytotoxicity
mediated by TNFR1 which correlates with the inhibition
of NF-kB when both receptors are coexpressed and that
TNFR2 mutants unable to induce TRAF2 degradation
fail to enhance cytotoxicity. We also show that TRAF2
degradation does not rely on its interaction with the
receptor. In an attempt to study independently the signals
triggered by TNFR1 and TNFR2 as well as their croostalk
we have developed a system stably expressing the

chimeric receptor RANK-TNFR?2 in cells carrying only
endogenous TNFR1. RANK-TNFR2 triggers the same
signals than TNFR2 but it is activated by RANKL. Thus,
in these cells TNFR2 is selectively activated by RANKL
while TNFR1 is selectively activated by sTNF. We show
that, indeed, coactivation of TNFR1 and RANK-TNFR2
leads to an enhanced cytotoxicity provided that TNFR2
activation leads to TRAF2 depletion, rather than NF-kB
activation.

RESULTS

TNFR2 affects the signals triggered by TNFRI1.

TNFR1 and TNFR2 differ in their intracellular
regions (Fig 1A). TNFR1 contains a Death Domain
whereas TNFR2 contains no Death Domain. Instead,
TNFR2 contains two TRAF2 binding sites [4]. Although
TNFR1 contains no TRAF2 binding sites, TRAF2
appears responsible for triggering signals initiated by both
receptors. Both TNFR1 and TNFR2 activate NF-kB [15,
20] Oligomerization of the receptors after ligand binding
or by overexpression is the initial step in their function.
We have studied TNFRs signalling by overexpressing
them in the absence of the ligand.

Transient transfection of HEK293 cells with
increasing amounts of either TNFR shows that the
activation of NF-kB behaves differently depending
on the receptor. Thus, when TNFRI1 is expressed the
activity of NF-kB increases as the amount of receptor
increases (Fig 1B, left panel). On the other hand, when
TNFR2 is expressed the activation of NF-kB shows a
biphasic behaviour: at low receptor concentrations NF-
kB activation increases with the amount of receptor but
at high receptor concentrations NF-kB is inhibited (Fig
1B, middle panel). We have investigated the consequences
of coactivation by overexpressing both receptors. As
shown in Fig 1B (right panel) NF-kB is activated when
both receptors are coexpressed. However, high TNFR2
concentrations lead to the inhibition of NF-kB, resembling
what happens when TNFR2 alone is overexpressed.
Interestingly enough, coexpression of TNFR1 and
TNFR?2 also lead to an enhanced cytotoxicity (Fig 1C).
As expected, expression of TNFR1 caused apoptosis in
HEK?293 cells despite the fact that NF-kB was activated
while expression of TNFR2 had no effect on cell viability.
When TNFR1 and TNFR2 were coexpressed, the apoptotic
effect of TNFR1 was enhanced (Fig 1C). Thus, TNFR2
activation has a dual consequence on TNFR1 signalling:
a) it negatively affects the activation of NFkB and b) an
enhanced cytotoxicity can be observed. These results point
to a critical TNFRI-TNFR2 crosstalk in which TRAF2
appears as the critical mediator [21].When analyzing the
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intracellular levels of TRAF2 in cells expressing TNFR2
we observed that high receptor expression induces the
depletion of the adaptor protein (Fig 1D, upper panel)
which may explain why NF-kB is so poorly activated at
these receptor concentrations (Fig 1B). As for TNFRI1,
this receptor is unable to induce TRAF2 degradation (Fig
1D, middle panel). Moreover, when both receptors are
co-expressed together with TRAF2, TNFR2 also induces
TRAF2 degradation, indicating that at high concentrations

of both TNFR1 and TNFR?2 the biological effects shown
occur at low levels of TRAF2 (Fig 1D, lower panel).

TRAF2 binding and TRAF2 degradation depend
on different TNFR2 regions.

To study the role of TRAF2 depletion on NF-kB
activation we generated several TNFR2 mutants in which
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Figure 1: TNFR2 expression affects TNFR1 signalling.

FLAG
TNFR1

TRAF2

A) Schematic representation of TNFR1 and TNFR2. Extracellular and

transmembrane regions of each receptor are represented in black while the intracellular region is shown in light grey. In both receptors the
main regions involved in their biological functions are also indicated: the DD in TNFR1 (amino acids 328-408), whereas in TNFR2 both
the regions involved in TRAF2 depletion (amino acids 343-379) and TRAF2 binding sites (amino acids 402-405 and 425-427) are shown.

B) NF-kB activation by TNF receptors. HEK 293 cells were trans

iently transfected with the indicated amounts of each expression vector

encoding TNFR1 or TNFR2, as indicated, together with 0.5 pg of pNF-kB-luc and 0.5 pg of pRL-TK. Forty-eight hours later luciferase
was determined in cell extracts as indicated in Materials and Methods. Expression of each receptor was also analyzed by western blot (anti-

TNFR1 and anti-FLAG). C) Quantification of the sub GO/G1 popul

ation induced by TNF receptors. HEK293 cells were transfected with the

indicated amounts of receptor-coding plasmids together with 0.2 nug of pPGEGF-F. Forty-eight hours later, cells were harvested, stained with
propidium iodide and analyzed by flow cytometry to quantify the sub GO/G1 population. The percentage of hypodiploid cells is indicated in
each case. D) Analysis of the intracellular levels of TRAF2. HEK293 cells were transfected with the amount of the plasmids encoding the
receptors indicated together with 0.5 pg of pTRAF2. Forty-eight hours later the intracellular levels of TRAF2 were determined by western

blot.
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amino acids responsible for TRAF2 binding were mutated.
We also generated several mutant receptors in which some
of the amino acids comprising the TRAF2 degradation site
were mutated (Fig 2A) [14]. After transfection of HEK293
cells with these mutant receptors the activation of NF-kB

was determined. Mutation of amino acids 402-SKEE-405
to 402-SKAA-405 and amino acids 425-KPL-427 to 425-
AAA-427 (receptor TNFR2-BKO) obliterated the ability
of TNFR2 to induce NF-kB activation (Fig 2B) but it was
still able to induce TRAF2 depletion. These amino acids
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Figure 2: Effect of TNFR2-induced TRAF2 depletion on NF-kB activation by TNFRI1. A) Schematic representation of
TNFR2 and its mutants. Representation of the receptor is as in Figure 1A. Numbers indicate the amino acid position in the full-length

———

e

Their activity for TRAF2 binding or TRAF2 degradation is indicated on

the right. B-F) NF-kB activation caused by TNFR2 or its mutants. HEK293 cells were transiently transfected with the indicated amounts

of each expression vector encoding TNFR2 or its mutants, togeth

er with 0.5 pg of pNFkB-luc and 0.5 pg of pRL-TK. Forty-eight hours

later both luciferase activities were determined as described in Materials and Methods. Expression of the receptors was also determined
by western blot. G-K) NF-kB activation caused by coexpression of TNFR1 and TNFR2 or its mutants. NF-kB activity was determined as
above. Expression of TNFR1 and TNFR2 or its mutants was determined by western blot.
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comprise the two TRAF2 binding sites[12, 14]. Receptors
in which aminoacids 343-349 were mutated were unable
to induce TRAF2 degradation regardless of whether
they were able to bind TRAF2. Thus, receptors unable
to bind and to induce TRAF2 degradation (receptors
TNFR2-BKO-AAD and TNFR2-BKO-DAA) showed a
much lower capacity to activate NF-kB (Figs 2C and 2D)
indicating that the interaction between the receptor and
TRAF?2 is essential for the activation of NF-kB. Moreover,
when expressing TNFR2 mutant receptors able to bind
TRAF2 but unable to induce its degradation (receptors
TNFR2-AAD and TNFR2-DAA) the activation of NFkB
increased as the amount of receptor was higher (Figs 2E
and 2F). These receptors clearly differ from the wild type
TNFR2 in which the activation of NF-kB shows a biphasic
behaviour (Fig 1B), thus pointing to TRAF2 depletion as a
regulatory action in TNFR2 signalling.

We next addressed the question of whether TNFR2-
induced TRAF2 depletion affects the activation of NF-kB
by TNFRI. For this purpose TNFR1 was coexpressed
with increasing amounts of mutant receptors derived
from TNFR2 and the activation of NF-kB was studied.
The coexpression of TNFR1 and TNFR2-BKO (a receptor

A 1 ug pCMV1-FLAG

unable to bind TRAF2) resulted in a decrease of NF-kB
activity as the amount of mutant receptor was increased
(Fig 2G), similar to what happened when TNFR1 and wild
type TNFR2 were coexpressed. However, when TNFR1
was coexpressed with a TNFR2 mutant unable to bind
and to induce TRAF2 degradation, NF-kB activation
was not affected by the mutant receptors (Figs 2H and
2I). Moreover, when TNFR1 was coexpressed with
TNFR2 mutants in which the TRAF2 degradation site
was mutated, NF-kB activity increased as the amounts of
mutant receptors were increased (Figs 2J and 2K). These
receptors (TNFR2-AAD and TNFR2-DAA) were able
to bind TRAF2 and therefore to activate NF-kB. Taken
together, these results show that TNFR2-induced TRAF2
depletion has a negative regulatory role on TNFRI
signalling and that the primary action of this regulatory
role is the inhibition of NF-kB.

TRAF?2 depletion by TNFR2 is responsible for the
enhancement of cytotoxicity driven by TNFRI1.

As shown above, TNFR2 activation increases the
cytotoxic effect of TNFR1 (Fig 1C). We have also shown
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Figure 3: Effect of TNFR2-induced TRAF2 depletion on TNFR1 cytotoxicity. HEK293 cells were transfected with: A) 1 pg
of control plasmid or plasmid coding for TNFR1 plus 0.2 pg of pPGEGF-F; B) 1 ng of the indicated receptor-coding plasmids plus 0.2 pg of
pGEGF-F; C) 1 pg of the indicated receptor-coding plasmids and 1 pg of plasmid coding for TNFR1 plus 0.2 pg of pGEGF-F. TNFR2 and
its mutants are named as in Figure 2 and the symbols B and D in the box under panel B refer to their ability to bind or to degrade TRAF2.
Forty-eight hours later, cells were harvested, stained with propidium iodide and analyzed by flow cytometry to quantify the sub G0/G1
population. The percentage of apoptotic cells is indicated in each case.

www.impactjournals.com/oncotarget

228 Oncotarget



that TRAF2 depletion by TNFR2 negatively affects NF-kB
activation (Fig 1B). We therefore addressed the question
of whether TRAF2 degradation could be linked to the
increased cytotoxicity observed when TNFR1 and TNFR2
are coexpressed. For this purpose TNFR1, TNFR2 or
mutant receptors derived from the latter were expressed in
HEK?293 cells and levels of cell death were determined. As
expected, neither wild type TNFR2 nor mutant TNFR2s
unable to bind TRAF2 or to induce TRAF2 degradation,
were able to induce cell toxicity by themselves (Fig 3B).
When these receptors were coexpressed with TNFR1
two different behaviours were distinguished. On one
hand, when TNFRI1 was coexpressed with TNFR2-

BKO a enhanced cytotoxicity was observed which was
comparable to that obtained by coexpression of TNFR1
and wild type TNFR2. TNFR2-BKO is a mutant receptor
unable to bind TRAF2 or to activate NF-kB but that retains
its ability to induce TRAF2 degradation. On the other
hand, when TNFR1 was coexpressed with TNFR2 mutant
receptors unable to degrade TRAF2, no enhancement of
TNFRI1 cytotoxicity was observed regardless of whether
the receptor was able or not to bind TRAF2 (Fig 3C). All
these results show once again that TRAF2 binding (and
hence activation of NF-kB) and TRAF2 depletion are
independent features of TNFR2 and also strongly suggest
that TRAF2 depletion induced by TNFR2 is a key event
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Figure 4: Functional analysis of the chimeric receptor RANK-TNFR2. A) Schematic representation of TNFR2 and RANK-
TNFR2. The representation of the receptors is as in Fig. 1A. The chimeric receptor RANK-TNFR2 contains residues 1-241 corresponding
to the extracellular and transmembrane domains of RANK and residues 267-439 corresponding to the intracellular region of TNFR2.
B) NF-kB activation. HEK293 cells were transiently transfected with the indicated amounts of each expression vector encoding TNFR2
or RANK-TNFR2, together with 0.5 pg of pNF-kB-luc and 0.5 pg of pRL-TK. Forty-eight hours later luciferase was determined in all
extracts. C) Analysis of c-Jun phosphorylation. HEK293 cells were transfected with the indicated amounts of TNFR2 or RANK-TNFR2
expression vectors and with 1 pg of pHA-JNK. After 48 hours, cells were harvested and JNK was immunoprecipitated followed by an
in vitro c-Jun phosphorylation assay. Its levels were determined by western blot assay using anti-phospho-cJun. D) TRAFs interaction
assay. HEK293 cells were transfected with 1 pg of each expression vector encoding TNFR2 or RANK-TNFR?2 together with 0.5 pg of the
plasmids encoding the adaptor proteins TRAF1, TRAF2 or TRAF3. Twenty-four hours later, the cells were harvested and the receptors
immunoprecipitated. The presence of each adaptor protein in the immunoprecipitates was analyzed by western blot (anti-TRAF1, anti-
TRAF2 or anti-TRAF3). E) Analysis of TRAF2 intracellular levels. HEK293 cells were transfected with 1 pg of the plasmids encoding the
indicated receptors together with 0.5 pg of pTRAF2. Forty-eight hours later the intracellular levels of TRAF2 were determined by western
blot analysis. F) Quantification of sub GO/G1 populations induced by TNFR2 or RANK-TNFR2. HEK293 cells were transfected with the
indicated amounts of the plasmids encoding the receptors together with 0.2 pg of pGEGEF-F. Forty-eight hours later cells were harvested,
stained with propidium iodide and analyzed by flow cytometry to quantify the sub GO/G1 population. The percentage of apoptotic cells is
indicated in each case.
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in TNFR1-TNFR2 functional crosstalk. Thus, by lowering
intracellular TRAF2 levels all NF-kB-dependent pathways
are inhibited while TNFR1 induced cell death is enhanced.

A chimeric receptor activated by RANKL but
bearing the intracellular region of TNFR2 also
enhances TNFRI1 cytotoxicity.

The results reported up to now were obtained
by transient overexpression of the receptors and their
activation triggered by oligomerization in the absence
of the ligand. We therefore addressed the question of
whether in conditions in which the receptors are not
overexpressed the TNFR1-TNFR2 crosstalk also occurs.
Two different problems needed to be solved for this
approach: a) although TNFR1 is ubiquitously expressed,
TNFR2 expression is much more restricted in terms of
cell type, b) TNFR2 is efficiently activated only by mTNF
which also activates TNFR1; TNFR1 can be activated by
soluble TNF as well. So, there are no specific ligands that

A L929-RANK-TNFR2 B control

independently activate TNFR1 and TNFR2. We solved
this problem by generating a chimeric receptor RANK-
TNFR2 in which the extracellular and transmembrane
regions of Receptor Activator of NF-kB (RANK) were
fused to the intracellular region of TNFR2 (Fig 4A). We
first checked that this chimeric receptor is functionally
equivalent to wild type TNFR2. Thus, by overexpressing
this receptor in HEK-293 cells a biphasic activation of NF-
kB was observed (Fig 4B). Also, RANK-TNFR2 induces
c-Jun phosphorylation (Fig 4C), binds TRAF1, TRAF2
and TRAF3 (Fig 4D) and is also able to induce TRAF2
degradation (Fig 4E). Moreover, when the chimeric
receptor was coexpressed with TNFR1 it also enhanced
TNFR1-mediated cytotoxicity (Fig 4F).

In order to test the crosstalk between ligand-
activated receptors, the chimeric receptor RANK-TNFR2
or its mutant RANK-TNFR2-A343 were stably expressed
in the murine cell line L929. 1.929 cells do not express
RANK and hence, NF-kB is not activated by RANKL
(data not shown). Thus, the new L929 derived cell lines
(L929-RANK-TNFR2) are the appropriate tools to
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Figure 5: Enhancement of TNFR1-mediated cytotoxicity by activation of RANK-TNFR2 with RANKL. Measurement of
cell viability: L929 cells stably expressing the chimeric receptor RANK-TNFR2 (A) or RANK-TNFR2-A343 (D) were treated with soluble
TNF to selectively activate TNFR1, pretreated with RANKL for the indicated times to selectively activate RANK-TNFR2 or with both
cytokines. After 48 h cell viability was determined by staining with crystal violet and quantified as indicated in Materials and Methods. Data
represent the quantification of such experiments carried out in triplicates. The error bars represent the error of the mean. Measurement of
cell death markers. L929 cells stably expressing the chimeric receptor RANK-TNFR2 (B and C) or RANK-TNFR2-A343 (E and F)) were
treated for 48 h with TNF, RANKL or both (in this case cells were pretreated with RANKL for 8h). Cells were harvested and apoptosis/
necrosis markers (AnnexinV or 7-AAD) were quantified by flow cytometry as indicated in Materials and Methods. B and E panels show
the flow cytometry analysis and the gating carried out. C and F panels show the quantification of the results.
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study the signalling and the crosstalk of ligand-activated
TNFR1 and TNFR2. In this system, TNFR1 is activated
by sTNF and TNFR2 (RANK-TNFR?2) is activated by
RANKL. Ligand activated RANK-TNFR2 shows the
same properties that were shown above for the transiently
expressed receptor (data not shown).

We analyzed cell viability by measuring crystal
violet staining when L929-RANK-TNFR2 cells
were treated with RANKL, sTNF or both ligands
simultaneously. Treatment of cells for 48 h with both
sTNF and RANKL induced a significant increase in TNF
cytotoxicity compared to that caused by TNF alone. When
cells were pre-treated with RANKL for a period of as little
as 0.5 h prior to the combined treatment, the increase in
cytotoxicity was more pronounced. Thus, pre-treatment
with RANKL for 4 h increased TNF cytotoxicity 48 h
later from 40% to 80% (Fig SA). We also analyzed the
cell death markers annexin-V and 7 amino actinomycin
D (7-AAD). As shown in Fig 5B and 5C, treatment with
RANKL did not induce significant changes in either
marker. Soluble TNF induced a very significant increase
(from 2.95% to 49.8%) in annexin-V positive cells and
also a significant increase (from 2.98% to 11.73%) in
annexin-V/7-AAD positive cells. More importantly,
co-treatment of cells with sTNF and RANKL further
increased the percentage of annexin-V and annexin-V/7-
AAD positive cells compared to the values obtained with
sTNF alone (from 49.8% to 68.35% for annexin-V positive
cells and from 11.73% to 16.15% for annexin-V/7-AAD
positive cells, Fig 5B and 5C). To further confirm that the
cytotoxicity observed after the combined treatment with
RANKL and sTNF was due to TRAF2 depletion induced
by TNFR2 we generated the L929-derived cell line named
L929-RANK-TNFR2-A343. These cells stably express
the chimeric receptor RANK-TNFR2-A343 in which the
intracellular region has been deleted from aminoacid 343,
therefore missing residues 343-349 responsible for TRAF2
degradation. Pretreatment of L929-RANK-TNFR2-A343
cells with RANKL did not induce any further increase in
toxicity over the one caused by sTNF alone, as determined
by crystal violet staining (Fig 5D). Similar results were
observed when apoptosis markers were studied. Thus,
treatment of L929-RANK-TNFR2-A343 cells with sTNF
alone induced a significant increase in annexin-V positive
cells (from 5.86% to 28.93%) though it was lower than in
L929-RANK-TNFR2 cells (Fig SE and 5F). Co-treatment
of cells with sSTNF and RANKL induced a very small
increase in annexin-V or annexin-V/7-AAD positive cells
compared to the values obtained with sTNF alone (Fig
SE and 5F). Altogether, these results confirm that ligand
activation of TNFR1 triggers an apoptotic process that
may be enhanced by ligand activation of TNFR2, provided
that the signalling pathway leading to TRAF2 depletion
prevails over the signalling pathways leading to NF-kB
activation.

DISCUSSION.

Since TNFR1 and TNFR2 were identified [22], the
biological functions of TNFR2 have remained elusive
because of its restricted expression and also because it
is only efficiently activated by membrane bound TNF
that also binds and activates TNFR1. TNF binding to
TNFR2 forces its trimerization which leads to its direct
interaction with TRAF2 and also with TRAF1, TRAF3,
cIAP1 and cIAP2 through their binding to TRAF2 [11,
23]. This results in the activation of NF-kB through both
the cannonical and the non cannonical pathways [15, 16,
24] and JNK][25] which lead to transcriptional activation
of genes related to cell proliferation and survival. Thus,
TRAF2 acts as a key mediator in TNFR2 signalling
[11].The translocation of this Signalling Complex to
the cytoplasm depends on cIAP1 and cIAP2. Several
intermediates of the interaction TRAF2-cIAPs have
been identified [26] [27]. Also, MEKK1 undergoes an
autophosphorylation that activates it, leading to the late
phosphorylation and activation of INK [17].

TNFR2 activation induces changes in the
subcellular localization of TRAF2 [28, 29 ]. Upon TNFR2
stimulation TRAF2 translocates to a new compartment[ 16,
19, 30, 31] where the adaptor protein is K48-linked,
ubiquitinated and finally degraded by the proteasome
[18, 29, 32, 33] although it has been also proposed that
TRAF2 degradation takes place in the lysosome [34],
being cIAP1 identified in both cases as the E3 ligase
responsible for TRAF2 degradation. We have shown that
NF-kB is activated with different efficiencies as increasing
amounts of TNFR2 are expressed and that the extent of
activation correlates with changes in TRAF2 concentration
[14]. Amino acids 343-349 of the receptor appear to be
responsible for the induction of TRAF2 degradation,
which negatively regulates TNFR2-induced NF-kB
activation. This region is constituted of 6 serine residues
of which 4 show a high score for being phosphorylation
sites, thus pointing to a phosphorylation of the receptor
as the origin of TRAF2 depletion. Mutations of these
serine residues abolish the ability of TNFR2 to degrade
TRAF2 [14]. Interestingly, whereas signal triggering
requires TRAF2 binding to the receptor, signal termination
(TRAF2 depletion) appears independent of TRAF2
binding. Thus, a TNFR2 receptor unable to bind TRAF2
is still able to induce its degradation. TNF can induce
another TRAF2 ubiquitination pattern, implicating K63-
linked polyubiquitin chains, a modification not related
to degradation but to JNK activation [32]. In this regard
TRAF?2 interaction with ubiquitin proteases such as USP31
(Ubiquitin Specific Protease) or CYLD (Cylindromatosis)
which show specificity for K63-linked polyubiquitin
chains is interesting [35, 36]. It is therefore conceivable
that TRAF2 is initially modified through K63-linked
polyubiquitin chains, converted into an active signal
transducer and then, through K48-linked polyubiquitin
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chains, tagged for degradation, thus terminating TRAF2-
dependent signals.

TNFR2 does not present a DD domain on its
intracellular region and it is therefore unexpected of
inducing cell death by itself. However, some studies
have pointed to the fact that TNFR2 is able to induce
cytotoxicity [37, 38]. Several researchers have pointed
to the fact that TNFR2 could potentiate TNFRI1
cytotoxicity[ 14, 39, 40]. In one case it has been shown
that it does so by the inducing TNF production[41]. Here
we show that TRAF2 depletion by TNFR2 is a negative
feedback for NF-kB activation which has an important
effect on TNFR1 signalling, resulting in the increased
cytotoxicity induced by this receptor. This crosstalk
appears to not only affect TNFR1 since the activation of
apoptosis by FASL (Fas ligand) has also been reported to
be affected by TNFR2 [42]. Thus, the ability of TNFR2
to induce TRAF2 degradation and therefore its depletion
results in the inhibition of the antiapoptotic pathways and
in the enhancement of the cytotoxicity mediated by TNFR1
when both receptors are coexpressed and activated. For
an in depth characterization of the crosstalk between
both TNF receptors we have studied the implication of
different TNFR2 regions on TNFR1 signalling. It was
known that TNFR2 signalling relies on TRAF2 binding to
the region 402-SKEE-405 of the receptor [12]. We have
shown that TNFR2 presents a second TRAF2 binding site
located at the C-terminal region of the receptor. A third
site, which is TRAF2 binding independent, is responsible
for TNFR2 ability to induce TRAF2 degradation [14].
Here we show that this TNFR2 region involved in
TRAF2 degradation is responsible for the increase in
TNFRI1 cytotoxicity when both receptors are activated.
Evidence that this crosstalk relies on TRAF2 depletion
comes from our results in which coexpression of TNFR1
and TNFR2 mutants unable to degrade TRAF2 does not
affect TNFRI cytotoxicity (Fig 2 and Fig 3). TRAF2 (as
well as the anti-apoptotic proteins cIAP1 and cIAP2)
interaction with TNFR1 inhibits the ability of this receptor
to induce cell death [39, 40]. When TNFR1 and TNFR2
are coactivated, TNFR2 induces TRAF2 degradation thus
affecting the formation of TNFR1 signalling complex,
preventing the binding of cIAP1 and cIAP2 to TNFR1
which finally enhance its apoptotic potential. In this
regard it is interesting that TRAF1 together with TRAF2
have been shown to suppress TNFRI activation of
apoptosis [43]. Thus, the balance between the apoptotic
and antiapoptotic signals triggered by TNF determines
whether the final outcome will be either cell death or cell
survival. In other words, by activating the same set of
receptors biological effects as diverse as proliferation or
cell death can be obtained depending on the quantitative
balance between the pro- and anti-apoptotic signals. Thus,
it is particularly interesting to study the regulatory aspects
of TRAF2 degradation. The coexpression of TNFR1 with
TNFR2 mutant receptors unable to either bind or degrade

TRAF?2 reinforces the role of the adaptor protein as a
key element in receptor crosstalk. Our results show that
NF-kB activation only occurs when TNFR2 is unable
to induce TRAF2 depletion (Fig 2). Conversely, the
cytotoxic activity of TNFR1 increases when the receptor
is expressed together with a TNFR2 receptor that induces
TRAF2 degradation.

The absence of an exclusive ligand for TNFR2 is
the major limiting factor for the study of this receptor.
In this study we describe the generation of a functional
system to study TNFR2 itself and also to study TNFR1/
TNFR2 crosstalk. This meant the stable expression of a
chimeric RANK-TNFR2 receptor in a cellular context
free of RANK. Thus, cell treatment with RANKL
activates TNFR2 whereas sTNF activates TNFR1. We
show that cells treated with both RANKL and sTNF are
killed more efficiently than those treated with sTNF alone
(Fig 5), indicating again that the activation of TNFR2
causing TRAF2 depletion is a biological mechanism to
enhance TNFR1 cytotoxicity. In this work we show that
aminoacids 343-349 of TNFR2 have a principal role on the
signalling pathways triggered by the receptor. Although it
is not involved in TRAF2 binding it clearly regulates its
intracellular levels, thus modulating NF-kB activation and,
subsequently, TNFR1 cytotoxicity.

In addition to NF-kB, the JNK pathway is almost
invariably activated by TNF receptors. Blocking of
the NF-kB dependent pathway leads to sustained JNK
activation and apoptosis and, conversely, the blocking of
TNF-induced JNK pathway promotes cell survival [44-
46]. JNK induces cell death through mitochondrial events
[47, 48]. In most cell types INK activation by TNF does
not imply cell death because TNF induces a transient
activation of JNK [25]. Thus, it is likely that TNFR2-
TRAF?2 interaction leads to a transient activation of JNK
that implies the activation of proliferative pathways
whereas a further and sustained activation of the kinase
could lead to cell death in the context of NF-kB inhibition.
This agrees with the fact that JNK is efficiently activated
in the conditions reported in this work (results not shown).
Recent data point to the interaction of the adaptor protein
AIP1 (ASKl-interacting protein 1, involved in JNK
activation) with TNFR2 suggesting a TRAF2-independent
JNK activation by TNFR2 [49]. AIP1 also interacts with
TNFRI1, being involved in JNK activation and apoptosis
signalling [50].

MATERIALS AND METHODS

Cell lines and transfection methodology.

Human embryonic kidney 293 (HEK 293) and
murine fibroblastic L.929 cell lines were obtained from
the American Type Culture Collection (Rockville, MD).
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GP2 cell line was purchased from Clontech. HEK293
and GP2 cells were cultured in minimal essential
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 1%
glutamine, 0.13% bicarbonate and antibiotics (100 U/
ml Penicillin, 50 mg/ml Streptomycin). L929 cells were
cultured in Roswell Park Memorial Institute medium
supplemented with 10% fetal bovine serum and antibiotics
(100 U/ml Penicillin, 50 mg/ml Streptomycin). For
transient transfections, HEK 293 cells (2 x 10° cells/well
on 6-well plates) were seeded and transfected with 4.25 pg
polyethylenimine (PEI) pH 7.5 with the indicated plasmids
in each case in 200 pl of DMEM sumplemented with 1%
of non-esential aminoacids following manufacturer’s
instructions. For stable transfection of the L929 cells, the
packaging cell line GP2 was used. GP2 cells (0.6 x 103
cells/well on 6 well-plates) were seeded and transfected
with 3 pg of pPBABE-puro-RANK-TNFR2 and 1 pg of
pVSVg using Fugene and following manufacturer’s
instructions in Iml of tMEM medium. Twenty-four hours
later, 2 ml of tMEM medium was added to each well and
2 additional ml more 24 hours later. Seventy-two hours
after transfection the medium of GP2 cells containing
the retroviral particles was collected to infect L929 cells
together with 10 pg/ml of Polibren. After 72 hours,
the positive clones were selected by adding 4 pg/ml of
puromycin to the medium.

Plasmids and antibodies.

Expression plasmid encoding human Myc-tagged
TRAF2 as well as the plasmids encoding the adaptor
proteins TRAF1 and TRAF3 have been previously
described [51]. The NF-kB reporter construct pNF-kB-luc
encodes luciferase from firefly (Photinus pyralis) under
the control of a promoter with several kB elements. It
was a generous gift from Dr. David S. Ucker, from the
University of Illinois at Chicago. The pRL-TK plasmid
(Promega) encodes luciferase from Renilla reniformis
under the control of the Thyminide Kinase promoter
from HSV-TK herpes virus. The HA-JNK encodes JNK
protein tagged with the HA antigen. It was a generous gift
from Dr. Pilar de la Pefia, from the University of Oviedo.
pEGFP-F expresses a farnesylated version of the green
fluorescent protein GFP and was also a generous gift from
Dr. David S. Ucker.

Expression plasmids encoding human FLAG-tagged
TNFR2 (pCMVI1-FLAG-TNFR2) and human TNFRI
(pCDNA3-TNFR1) were a gift from B.B. Aggarwal
(MD Anderson Cancer Center, Houston, Texas, USA).
Unless otherwise indicated, TNFR2 constructs used in
this work were generated by PCR using standard methods
and the primers indicated in Table SI. To generate point
mutations by PCR mutagenesis, the Quick Change Site-
Directed Mutagenesis Kit of Strategene was used together
with the primers indicated in Table SI. The sequences
of all plasmids generated in this work were verified by

automated DNA sequencing

Primary antibodies against TRAF1 (G-20), TRAF2
(C-20), TRAF3 (H-20) and TNFR1 (H-5) were obtained
from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA,
USA). Anti-FLAG (F3165) and anti-B-actin (A5441) from
Sigma. Anti-HA antibody was purchased from Roche and
anti-c-Jun-phospho-Ser73 antibody was obtained from
Cell Signalling. Secondary antibodies anti-rabbit IgG and
anti-mouse IgG tagged with fluorophores were purchased
from LICOR-Biosciences.

Western blotting.

Proteins were separated by SDS-PAGE,
electroblotted onto PVDF membranes (Immobilone-
FL, Millipore), blocked for 1 hour in 5% non-fat milk
and incubated with the indicated primary antibodies (at
1:5,000 dilution in TBS-0.1% Tween) and the appropriate
secondary antibody (at 1:15,000 dilution in 5% non-fat
milk in TBS-0.1% Tween). Membranes were scanned
with the Odyssey® Infrared Imaging System (LI-COR
biosciences).

Transcriptional activity of NF-kB.

NF-kB activity was determined analyzing the
expression of luciferase. HEK293 cells were transfected
with 0.2 pg of pNF-kB-luc, 0.05 ng of pRL-TK and with
the amounts of the plasmids of interest indicated in each
case. The activities of both luciferases were determined
with the Dual-LuciferaseTM Reporter Assay System
kit (Promega) following manufacturer’s instructions.
Basal activity was considered the one obtained in cells
transfected with the pCMV1-FLAG vector alone. In all
cases the data are represented as activation fold over
the control condition, once corrected the value of firefly
luciferase activity with the value of Renilla luciferase
activity.

Quantification of the hypodiploid cell population.

HEK?293 cells were transfected with the plasmids
of interest together with 0.2 ug of pEGFP-F. After 36
hours the cells were collected (including any floating
cells in the culture medium), washed twice with PBS
and permeabilized with 1 ml of 70% Ethanol at -20°C
added drop by drop while vortexed softly. Cells were
incubated overnight at -20°C. Next, the samples were
washed twice in PBS and resuspended in 400 pl of 5 pg/
ml PI, 100 pg/ml RNAse in PBS for 15 min in the dark
at room temperature. Finally, the cell cycle was analysed
by flow cytometry (Cytomics FC500, Beckman Coulter)
to quantify variations in the sub GO/G1 population of the
transfected cells.
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c-Jun phosphorylation.

HEK293 cells were transfected with 1 ug of pHA-
JNK and with the plasmids of interest indicated in each
case. After 36 hours, cells were harvested and resuspended
in 200 pl of lysis buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150
mM NaCl, | mM EDTA, 1% Triton X-100, 2.5 mM
sodium pyrophosphate, 1 mM B-glicerophosphate, 1 mM
sodium orthovanadate, 1pg/ml leupeptin, ImM PMSF)
on ice for 5 minutes and centrifugated for 15 minutes at
13,000 rpm at 4 °C. Equivalent amounts of proteins of
each sample were incubated with 1 pg of anti-HA for 4
hours in rotation at 4 °C. Next, each sample was incubated
with 20 pl of G-protein linked to a Sepharose matrix
overnight in rotation at 4 °C. The samples were then
washed twice with 500 pl of lysis buffer and also twice
with 500 pl of kinase buffer (25 mM Tris-HCI pH 7.5,
5 mM B-glicerophosphate, 2 mM DTT, 0.1 mM sodium
orthovanadate, 10 mM MgCl)) for 2 minutes at 5,000
rpm at 4 °C. The complexes were incubated in 40 pl of
kinase buffer supplemented with 200 uM ATP and 1 pg of
GST-c-Jun (Cell Signalling). The reaction was incubated
at 30 °C for 30 minutes and then stopped with 40 pl of
Laemmli buffer (62.5 mM pH 6.8 Tris-HCI, 2% SDS,
10% glycerol, 50 mM DTT, 2.5% B-mercaptoethanol and
0.01% bromophenol blue). The samples were analyzed
by Western-Blot using the primary antibody anti-cJun-
phospho-Ser73.

Co-immunoprecipitation assay.

HEK 293 cells were cotransfected with lpg of
the plasmids indicated in each case together with 0.3 pg
of the plasmids encoding the TRAF protein of interest.
Twenty-four hours after transfection, cells were harvested
and lysed in 200 pl of Lysis buffer (20 mM pH 8.0 Tris-
HCI, 150 mM NaCl, ]| mM DTT, 2 mM EDTA, 1% Triton
X-100, 1 pg/pl leupeptin, 1 pg/ul aprotinin, 2 mM sodium
orthovanadate). Two 20 pl fractions were collected as
inputs for the TRAF protein and for the receptor as
expression controls. The remaining fraction was incubated
with 1pg of anti-FLAG antibody at 4 °C in rotation for
one hour and then with 20 pl of protein G-Sepharose
beads in rotation at 4 °C overnight. After three washes
with lysis buffer and an additional one with low salt
buffer (20 mM pH 8.0 Tris-HCl1 , 25 mM NaCl, 1 mM
DTT, 1 pg/ul leupeptin, 1 pg/ul aprotinine, 2 mM sodium
orthovanadate), the immunoprecipitate was resuspended
in SDS-sample buffer and subjected, together with inputs,
to SDS-PAGE and Western blot with anti-TRAF1, TRAF2
or TRAF3 and anti-FLAG (anti-receptor).

Analysis of cellular viability.

L929 cells were seeded in 12-well plates (1x10
5 cells/plate) and treated 24 hours later with 5 ng/ml of
RANKL or TNF or with both cytokines at the times
indicated. To study the cell viability under each treatment,
cells were washed once with PBS and fixed with 500 pl
of a buffer containing 30% ethanol and 20% acetic acid
during 15 minutes. Next, cells were stained with a 0.4%
crystal violet solution in 20% ethanol during 15 minutes
and washed once with H O. After drying the plates
overnight, they were destained during 20 minutes with 500
ul of a buffer containing 40% ethanol and 10% acetic acid.
To quantify the amount of dye retained in each condition,
the absorbance of each sample at 580 nm was determined.

Analysis of cell death induction.

To study the induction of a cell death process, the
percentage of positive cells for AnnexinV and 7-AAD was
determined using the AnnexinV PE Apoptosis Detection
Kit I from BD Pharmingen following the manufacturer’s
instructions. Briefly, L929 cells were seeded in 12-well
plates (1x10 5 cells/plate) and 24 hours later treated with
5 ng/ml of RANKL or TNF or with both cytokines at the
times indicated. Cells were harvested and washed twice
with PBS. The percentage of positive cells for Anexin-V
and 7-AAD was then determined by flow cytometry on a
Cytomics FC500 (Beckman Coulter) cytometer.
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ABSTRACT

Tumor Necrosis Factor Receptor 2 (TNFR2) activates transcription factor kB (NF-«B) and c-Jun N-terminal kinase
(JNK). Most of the biological activities triggered by TNFR2 depend on the recruitment of TNF Receptor-Associated
Factor 2 (TRAF2) to the intracellular region of the receptor. The intracellular region of TNFR2 contains five highly
conserved amino acid sequences, three of which appear implicated in receptor signaling. In this work we have
studied the interaction of TNFR2 with TRAF proteins as well as the functional consequences of this interaction.
We show that TRAF1, TRAF2 and TRAF3 bind to the receptor through two different binding sites located at con-
served modules IV and V of its intracellular region, respectively. We also show that TRAF1 and TRAF3 have oppo-
site effects to TRAF2 on NF-«B and JNK activation by TNFR2. Moreover, we show that TNFR2 is able to induce JNK
activation in a TRAF2-independent fashion. This new receptor activity relies on a sequence located in the
conserved module III. This region is also responsible for the ability of TNFR2 to induce TRAF2 degradation, thus
emphasizing the role of conserved module III (amino acids 338-379) on receptor signaling and regulation. We
show that only TNFR2 can induce TRAF2 degradation while TRAF1 or TRAF3 is not subjected to this regulatory
mechanism and that TRAF1, but not TRAF3, is able to inhibit TRAF2 degradation.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

TNF has been established as a main player in the immune processes
of the organism [1,2]. In the last few years, the role of the inflammatory
reactions on cancer development [3] has highlighted the role of TNF
both in tumor development [4-7] and inhibition [8,9]. The study of
TNF structure and functions led to the identification of one of the
main families of cytokines, the so-called TNF superfamily which exerts
its biological effects through its interaction with transmembrane pro-
teins which constitute the TNFR superfamily of receptors [10-12].
TNFRs trigger their biological responses upon binding of different
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knock out; CRMA, cytokine response modifier A; cIAP, cellular inhibitor of apoptosis;
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NF-«B; TNF, tumor necrosis factor; TNFR, TNF receptor; TRADD, TNF receptor associated
protein with death domain; TRAF, TNF receptor associated factor.
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adaptor proteins and may lead to final responses as diverse as cell pro-
liferation or cell death. The TRAF proteins were initially identified be-
cause of their interaction with different TNFRs, regulating them and
acting as transducers for different biological pathways [13]. In mam-
mals, the TRAF family is constituted of 7 different members. All these
proteins contain the TRAF domain, involved in their interaction with
the TNFRs and with other TRAF proteins [14,15]. Except for TRAF1, all
TRAF proteins contain a RING domain in their N-terminal region. The
deletion of this domain in TRAF2, TRAF5 or TRAF6 leads to the genera-
tion of dominant negative mutants, indicating that it is essential for
the biological activity of the protein [ 16,17]. More recently, several stud-
ies have suggested an E3 ligase activity for this RING thus pointing to a
role in ubiquitination involved in the regulation of TNFR signaling [18,
19]. Binding of TRAF proteins to TNFRs occurs through highly defined
motifs present on the receptors. Two sequence motifs have been sug-
gested to be implicated in TRAF proteins binding. One is constituted
by the sequence (P/S/A/T)x(Q/E)E and the other one is represented by
the sequence PxQxxD [14].

Both TNF receptors TNFR1 and TNFR2 are transmembrane proteins
with high similarity in their extracellular regions although they differ
widely in their intracellular domains. TNFR1 contains in its intracellular
region a death domain while TNFR2 does not contain a death domain.
Instead, it has two different regions implicated in the binding of TRAF
proteins [20,21]. Although TNFR1 signaling has been widely character-
ized and reviewed [22], TNFR2 activity is less well understood. Most of
the biological activities triggered by TNFR2 depend on its interaction
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with TRAF2 which leads to the activation of both NF-«B and AP-1 [23].
Here, we have focused on characterizing the interaction of TNFR2 with
TRAF proteins and studied the functional consequences of this interac-
tion. We show that TRAF1, TRAF2 and TRAF3 bind to the receptor
through different regions of its intracellular region and that TRAF1 and
TRAF3 binding have opposite effects to that of TRAF2 binding on NF-<B
and JNK activation. Moreover, we show for the first time that TNFR2 is
able to induce c-Jun phosphorylation in a TRAF2-independent fashion.
This new receptor activity relies on a region of the receptor in which
our studies have also localized the ability of TNFR2 to induce TRAF2
degradation [20], thus emphasizing the role of module III (amino acids
338-379) on receptor signaling and its regulation.

2. Materials and methods
2.1. Cell lines and transfection reagents

HEK293 cell line was obtained from the American Type Culture
Collection (Rockville, MD) and cultured in minimal essential medium
supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% glutamine, 0.13% bicar-
bonate and antibiotics (100 U/ml penicillin, 50 mg/ml streptomycin).
For transient transfections, HEK293 cells (2 x 10° cells/well on 6-well
plates) were seeded and transfected with 4.25 pg PEI pH 7.5 with the in-
dicated plasmids in each case in 200 pl of DMEM supplemented with 1%
of non-essential amino acids following the manufacturer's instructions.
Cells were harvested 36 h after transfection.

2.2. Plasmids and antibodies

Expression plasmid encoding human Myc-tagged TRAF2 as well as
the plasmids encoding the adaptor proteins TRAF1 and TRAF3 have
been described elsewhere [24]. Expression plasmids pCR3-FLAG
encoding the adaptor proteins TRAF1, TRAF2, TRAF3 and TRAF6 as
well as the plasmid pCRK-myc-TRAF5 were kindly provided by Dr. Bry-
ant G. Darnay, from the M.D. Anderson Cancer Center, Houston, TX. The
NF- B reporter construct pNF- B-luc encodes the luciferase protein from
firefly (Photinus pyralis) under the control of a promoter with several B
elements. It was a generous gift from Dr. David S. Ucker, from the
University of Illinois, Chicago. The pRL-TK plasmid (Promega) encodes
the luciferase protein from Renilla reniformis under the control of the
thymidine kinase promoter from HSV-TK herpes virus. The HA-JNK en-
codes the JNK protein tagged with the HA antigen and was a generous
gift from Dr. Pilar de la Pefia, from the University of Oviedo. Expression
plasmids encoding human FLAG-tagged TNFR2 (pCMV1-FLAG-TNFR2)
and human TNFR1 (pCDNA3-TNFR1) were a gift from B.B. Aggarwal
(M.D. Anderson Cancer Center, Houston, Texas, USA). Expression plas-
mids for the GST fusion protein pGEX-KG and those encoding the intra-
cellular region of RANK and TNFR2 receptors (pGEX-KG-RANK and
PGEX-KG-TNFR2 respectively) were also kindly provided by Dr. Bryant
G. Darnay, from the M.D. Anderson Cancer Center, Houston, TX. Unless
otherwise indicated, TNFR2 constructs and GST-TNFR2 deletions used
in this work were generated by PCR using standard methods and the
primers indicated in Table SI. To generate point mutations by PCR muta-
genesis, the Strategene Quick Change Site-Directed Mutagenesis Kit was
used together with the primers indicated in Table SI. The sequences of
all plasmids generated in this work were verified by automated DNA se-
quencing. Primary antibodies against TRAF1 (G-20), TRAF2 (C-20),
TRAF3 (H-20) and TNFR1 (H-5) were obtained from Santa Cruz Biotech-
nology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA) and anti-FLAG peptide (F3165) and
anti-pB-actin (A5441) from Sigma. Anti-HA antibody was purchased
from Roche and anti-c-Jun-phospho-Ser73 antibody was obtained
from Cell Signaling. Secondary antibodies anti-rabbit IgG and anti-
mouse IgG tagged with fluorophores were purchased from LI-COR
Biosciences.

2.3. Western-blot analysis

Proteins were separated by SDS-PAGE, electroblotted onto PVDF
membranes (Immobilone-FL, Millipore), blocked for 1 h in 5% non-fat
milk and incubated with the indicated primary antibodies (at 1:5000
dilution in TBS-0.1% Tween) and the appropriate secondary antibody
(at 1:15,000 dilution in 5% non-fat milk in TBS-0.1% Tween). Finally,
the membranes were scanned with the Odyssey® Infrared Imaging
System (LI-COR Biosciences).

24. Co-immunoprecipitacion assay

HEK293 cells were cotransfected with 1 pg of the plasmids indicated
in each case together with 0.3 pg of the plasmids encoding the TRAF pro-
tein of interest. Twenty-four hours after transfection, cells were harvest-
ed and lysed in 200 pl Lysis buffer (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM
NaCl, 1T mM DTT, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1 pg/ul leupeptin,
1 pg/ul aprotinin, 2 mM sodium orthovanadate). Two 20 pl fractions
were collected as inputs for the TRAF protein and for the receptor as ex-
pression controls. The remaining 160 pl fraction was incubated with
1 pg anti-FLAG antibody at 4 °C in rotation for one hour and then with
20 pl protein G-Sepharose beads in rotation at 4 °C overnight. After
three washes with lysis buffer and an additional one with low salt buffer
(20 mM Tris-HCI pH 8.0, 25 mM NacCl, 1 mM DTT, 1 ug/ul leupeptin,
1 pg/ul aprotinine, 2 mM sodium orthovanadate), the immunopre-
cipitate was resuspended in SDS-sample buffer and subjected,
together with inputs, to SDS-PAGE and Western blot analysis was per-
formed with anti-TRAF1, anti-TRAF2 or anti-TRAF3 and anti-FLAG
(anti-receptor) antibodies.

2.5. GST-TNFR2 fusion protein affinity binding assay

Equivalent amounts of each GST-TNFR2 fusion protein attached to
20 ml glutathione-agarose beads were mixed with lysates from
HEK293 cells transiently transfected with the plasmid encoding the
TRAF protein of interest in binding buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.4,
250 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM DTT, 1 mM sodium orthovanadate,
2 pg/ml aprotinine, 2 pg/ml leupeptin, 25 mM 3-glicerophosphate) and
allowed to rotate for 1 h at 4 °C. The beads were collected by centrifuga-
tion, washed three times in binding buffer and then washed once in low-
salt buffer (20 mM HEPES pH 7.4, 25 mM NaCl, 1 mM DTT). Bound pro-
teins were eluted with addition of SDS sample buffer and boiled. The
eluted proteins were subjected to 7.5% SDS-PAGE and Western blot anal-
ysis was performed with either anti-Myc (TRAF5) or anti-FLAG (TRAF1,
TRAF2, TRAF3 and TRAF6).

2.6. NF-KB activation

NF-KB activity was determined by an analysis of luciferase activity.
HEK293 cells were transfected with 0.2 ug pNF-kB-luc, 0.05 pg pRL-TK
and with the amounts of the plasmids of interest indicated in each
case. Measurements of both luciferases were determined with the
Dual-LuciferaseTM Reporter Assay System kit (Promega) following the
manufacturer's instructions. On the graphic representations of the
data the control condition (cells transfected with the pCMV1-FLAG vec-
tor alone) is considered the basal activation that obtained with. In all
other conditions, the data are represented as activation fold over the
control condition.

2.7. c-Jun phosphorylation

HEK293 cells were transfected with 1 pg of pHA-JNK and with the
plasmids of interest indicated in each case. After 36 h, cells were har-
vested and resuspended in 200 pl of lysis buffer (20 mM Tris-HCI
pH 7.5,150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 2.5 mM sodium py-
rophosphate, 1 mM R-glicerophosphate, 1 mM sodium orthovanadate,
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1 pg/ml leupeptin, 1 mM PMSF) on ice for 5 min and centrifuged for
15 min at 13,000 rpm at 4 °C. Equivalent amounts of proteins of each
sample were incubated with 1 pg anti-HA for 4 h in rotation at 4 °C.
Next, each sample was incubated with 20 pl G-protein linked to a
Sepharose matrix overnight in rotation at 4 °C. The samples were then
washed twice with 500 pl lysis buffer and also twice with 500 pl kinase
buffer (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM -glicerophosphate, 2 mM DTT,
0.1 mM sodium orthovanadate, 10 mM MgCl,) for 2 min at 5000 rpm
at 4 °C. The complexes were incubated in 40 pl of kinase buffer supple-
mented with 200 pM ATP and 1 pg GST-c-Jun (Cell Signaling). The reac-
tion was incubated at 30 °C for 30 min and then stopped with 40 pl
Laemmli buffer (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol,
50 mM DTT, 2.5% p-mercaptoethanol and 0.01% bromophenol blue).
The samples were analyzed by Western blot using the primary antibody
anti-cJun-phospho-Ser73.

3. Results
3.1. TNFR2 interacts with TRAF1, TRAF2 and TRAF3

TNFR2, which has no death domain in its intracellular region, relies
on the binding of TRAF proteins to trigger different signaling pathways.
In fact, most of its biological activity has been described as relying on its
interaction with TRAF2 [25] although TRAF1 and TRAF3 may also play a
role in receptor signaling. However, studies regarding TNFR2 signaling
and TRAF proteins other than TRAF2 are limited and often contradictory
[26,27]. Alignment of amino acid sequences of TNFR2 from various spe-
cies shows up to five highly conserved sequences within the intracellu-
lar region. These conserved sequences include module IIl (amino acids
338-379) which includes the amino acids responsible for inducing
TRAF2 degradation, module IV (comprising amino acids 393-405)
which contains one TRAF2 binding site (residues 402-405) and module
V (comprising amino acids 425-439) which contains a second TRAF2
binding site (Fig. 1). The first functional studies on TNFR2 showed that
amino acids 402-SKEE-405 of the receptor are directly involved in the

interaction with TRAF2. These residues appeared to be required for
TRAF1 and TRAF3 binding as well [28,29]. More recent studies including
our own have identified a second TRAF2 binding site on the receptor
[20,30,31]. We have shown that the last 15 amino acids of the intracel-
lular region of TNFR2 are also involved in TRAF2 binding and that muta-
tion of amino acids 425-KPL-427 blocks the interaction of this region
with TRAF2.

To address the role of TRAF proteins on TNFR2 signaling we have
first analyzed the ability of the receptor to interact with different TRAF
proteins. We have studied the interaction of TNFR2 with TRAF1,
TRAF2, TRAF3, TRAF5 and TRAF6. TRAF4 and TRAF7 were excluded be-
cause an increasing number of studies have characterized them as
members of this protein family but not directly involved in TNFR
signaling [32,33]. We first performed pull down assays of the above
mentioned TRAF proteins using GST-TNFR2 fusion proteins and also
GST-RANK (which has been shown to be able to bind all TRAF proteins
[24]) as a positive control. Our results indicate that of the TRAF proteins
assayed, only TRAF1, TRAF2 and TRAF3 were able to bind to the TNFR2
fusion protein while no binding of TRAF5 or TRAF6 was observed (not
shown). We then performed immunoprecipitation assays using cell
extracts from cells in which TNFR2 or mutant receptors derived from
it (all tagged with the FLAG peptide) were coexpressed with TRAF
proteins. Twenty-four hours after transfection, the cells were harvested,
the receptors immunoprecipitated with antiFLAG antibodies and the
immunuprecipitate analyzed by Western blot for the presence of TRAF
proteins using specific antibodies. The results shown in Fig. 2B confirm
that only TRAF1, TRAF2 and TRAF 3 were able to bind to TNFR2. We
therefore aimed to identify which region of the receptor might be in-
volved in the binding to the other TRAF proteins. For that purpose we
carried out immunoprecipitation assays as described above to measure
TRAF1, TRAF2 or TRAF3 binding to TNFR2 mutant receptors containing
different deletions in the intracellular region. As expected, TRAF2 bind-
ing was obliterated in receptors in which both TRAF binding sites were
deleted (IPs with receptors TNFR2-A379 and TNFR2-A343) (Fig. 2B).
TRAF2 bound to receptors containing either one of the two binding
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Fig. 1. Alignment of amino acid sequences of TNFR2 intracellular regions from various species. Sequences presented are that of Homo sapiens, Pan troglodytes, Mus musculus, Rattus
norvegicus, Bos taurus and Cannis familiaris. Human TNFR2 is a transmembrane protein of 439 amino acids of which the first 235 amino acids form the extracellular region and the last
174 amino acids constitute the intracellular region. All the other receptors are smaller proteins although they present a high degree of identity within the intracellular region with the
human receptor. Thus, amino acids in red boxes represent 100% identity and amino acids in blue boxes represent 80% identity. All receptors show five highly conserved regions. Conserved
modules [ (amino acids 266-285) and II (amino acids 291-321) are of unknown function. Conserved module III (amino acids 338-379) includes the amino acids responsible for inducing
TRAF2 degradation. Conserved module IV (amino acids 393-405) includes the first known TRAF binding site (comprising amino acids 402-405). Finally, conserved module V (amino acids
425-439) includes the most carboxy terminal TRAF binding site comprising amino acids 425-427. Numbers refer to amino acid residues in the human sequence.
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sites described (IPs with receptors TNFR2-A386-414 or TNFR2-A424).
As for TRAF1 and TRAF3, the binding of both was also obliterated in re-
ceptors in which both TRAF binding sites were deleted. Similar to what
occurs with TRAF2, TRAF1 and TRAF3 bound to receptors containing one
of the two binding sites (Fig. 2B). To further test this function we also
analyzed mutant receptors containing point mutations in one or both
of the binding sites. For this purpose we transfected HEK293 cells with
plasmids encoding TNFR2, TNFR2-SKAA (receptor in which the canoni-
cal TRAF binding site has been mutated) or TNFR2-BKO (receptor with
both TRAF2 binding sites mutated) together with plasmids encoding
for TRAF1, TRAF2 or TRAF3. Immunoprecitation assays revealed that
mutation of amino acids 425-KPL-427 and 402-SKEE-405 (immunopre-
cipitation with receptor TNFR2-BKO), completely blocks TRAF2 interac-
tion with the receptor (Fig. 2C). As shown in Fig. 2C mutation of residues
402-SKEE-405 only (immunoprecipitation with receptor TNFR2-SKAA)
does not block TNFR2 interaction with TRAF1, TRAF2 or TRAF3, some-
thing that is only achieved when amino acids 425-KPL-427 are also mu-
tated. These results show that TRAF1, TRAF2 and TRAF3 interact with
TNFR2 through the two above mentioned regions of the receptor.
Thus, interaction of TNFR2 with TRAF1, TRAF2 and TRAF3 involves the
same amino acids of the receptor.

3.2. TRAF2 is a positive regulator and TRAF1 and TRAF3 are negative
regulators of TNFR2-triggered NF-kB activation

Once the ability of TRAF1, TRAF2 and TRAF3 to interact with TNFR2
through the same two binding sites on the intracellular region of the re-
ceptor was shown, we focused on the study of the effect of these adaptor
proteins on TNFR2 signaling. We have specifically investigated NF-<B
and JNK activation. To study the effect of TRAF proteins on NF-B activa-
tion, we first transfected HEK293 cells with expression plasmids coding
for TNFR2 or TNFR1 (as a positive control) together with the plasmids
encoding for TRAF1, TRAF2 or TRAF3. Cells transfected with pTNFR1
were also transfected with pCRMA to inhibit cell death induced by the
receptor. The results in Fig. 3A show that TRAF1 and TRAF3 expression
have an inhibitory effect on TNFR2-dependent NF-kB activation while
TRAF2 has a positive effect (right panel). No significant effect of TRAF
proteins was observed on TNFR1-dependent NF-«B activation (left
panel). It is interesting that TRAF2 overexpression in the absence of ec-
topic receptor activates NF-kB to a certain extent. TRAF1 and TRAF3 ex-
pressions by themselves have no effect on NF-kB activation. When TRAF
protein expression was analyzed it was confirmed that TNFR2 induces
TRAF2 degradation, indicating that the signal termination mechanism
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Fig. 3. Effect of TRAF1, TRAF2 and TRAF3 on NF-«B activation by TNFR2 or its mutants. A) Analysis of TNFR1 and TNFR2 activation of NF-kB in the presence of TRAF1, TRAF2 or TRAF3.
HEK293 cells were transfected with 1 pg of the expression plasmids encoding for TNFR1 or TNFR2 and with 0.5 pg of pTRAF1, pTRAF2 or pTRAF3 together with 0.5 pg of pNF-kB-luc
and 0.5 pg of pRL-TK. Forty-eight hours later both luciferase activities were determined as described in Materials and methods. Expressions of the receptors (anti-FLAG) and the adaptor
proteins (anti-TRAF1, anti-TRAF2 or anti-TRAF3) were also determined by Western blot. B-D) Analysis of NF-B activation by different TNFR2 mutants in the presence of TRAF1 (B), TRAF2
(C) or TRAF3 (D). HEK293 cells were transfected and NF-kB activity was determined as in A.

[20] was operating. As shown above, TNFR2 interacts with TRAF1,
TRAF2 and TRAF3 through two well defined regions on the receptor.
We therefore aimed at studying the effect of the adaptor proteins on
NF-KB activation when binding to each of the two sites occurs indepen-
dently. For this purpose, we studied the ability of different TNFR2 mu-
tants to activate NF-B in the presence of TRAF1, TRAF2 or TRAF3
(Fig. 3B, C and D). As expected, mutant receptors lacking the two bind-
ing sites (TNFR2-A379 and TNFR2-A343) have lost their ability to acti-
vate NF-kB. Receptors containing either of the two TRAF binding sites
(TNFR2-A386-414 or TNFR2-A424) are still able to activate NF-xB al-
though to a lesser extent than wild type TNFR2. TRAF1 expression main-
tained its inhibitory role on NF-kB activation regardless of which TRAF
binding site was operative (Fig. 3B). As for TRAF2, its expression in-
creased NF-kB activation by wild type TNFR2 and also by receptors con-
taining either one of the two TRAF binding sites (Fig. 3C). Once again,
analysis of the intracellular levels of TRAF proteins showed that as
long as the receptor contains residues 343-349 within module III,
TRAF2 protein is eventually degraded and that this mechanism to termi-
nate signaling does not affect TRAF1 or TRAF3. As for the effect of TRAF3,
its expression inhibits the ability of TNFR2 to activate NF-kB. The inhibi-
tion also occurs when TRAF3 was co-expressed with the receptor lack-
ing the most carborxy terminal TRAF binding site (TNFR2-A424).
However, TRAF3 did not affect TNFR2-A386-414 (a receptor lacking
the canonical TRAF binding site 402-SKEE-405 but maintaining the
most C-terminal TRAF binding site) (Fig. 3D).

3.3. JNK activation is positively regulated by TRAF2 and negatively regulated
by TRAF1 and TRAF3

It is known that TNFR2 has the ability to induce the activation of the
transcription factor AP-1 [23], a process which is mediated by JNK and

has been suggested to be TRAF2-dependent. Since the results on
NF-kB activation indicated different roles for TRAF proteins we
aimed at studying their role on JNK activation. For this purpose we
analyzed c-Jun phosphorylation by cell extracts obtained from cells
expressing TNFR2 together with TRAF proteins. HEK293 cells were
transfected with expression plasmids encoding for TNFR2 together
with plasmids encoding for TRAF1, TRAF2 or TRAF3 and the plasmid
pHA-JNK which encodes HA tagged JNK. As shown in Fig. 4, both
TRAF1 and TRAF3 inhibit TNFR2-dependent JNK activation. On the
other hand, TRAF2 co-expression with the receptor potentiates this
activity. As is the case for NF-«B activation (see above) TRAF2 over-
expression in the absence of an ectopic also activates JNK. TRAF1
and TRAF3 expressions by themselves have no significant effect on
JNK activation. Once again, when TRAF proteins were analyzed it
was shown that TRAF2 was eventually degraded, indicating that
JNK activation took place before the transducing protein was degrad-
ed or else that there is an additional mechanism for JNK activation
that is TRAF2 independent.

3.4. JNK activation by TNFR2 may also occur in a TRAF2 independent
fashion

TNFR2 is known to be able to induce NF-<B and JNK activation in a
TRAF2-dependent fashion. Our previous studies have identified two
receptor regions related to TRAF2 in TNFR2: i) a new TRAF binding
site and ii) a region within module Il (amino acids 338-379) which is
responsible for inducing TRAF2 degradation [20]. We have therefore ex-
plored if these regions could also be modulating the ability of the recep-
tor to activate JNK. We first analyzed JNK activation as a function of
receptor concentration. For this purpose, HEK293 cells were transfected
with increasing amounts of pTNFR2 together with pHA-JNK and c-Jun
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c-Jun was determined using an anti-phospho-cJun (Ser 73) antibody (upper panel)
and quantified by densitometry (lower panel). The expressions of the receptor and
the adaptor proteins were also analyzed by Western blot.

phosphorylation was assayed. As shown in Fig. 5A, c-Jun phosphoryla-
tion increases with the amount of the expressed receptor. This is oppo-
site to what happens when NF-kB activation is assayed, in which case a
biphasic activation is observed. This biphasic activation has been shown
to be dependent on TRAF2 intracellular levels which decrease at high
TNFR2 concentrations [20] and suggests that JNK activation may take
place independently of TRAF2. To further test this hypothesis, we ana-
lyzed JNK activation in HEK293 cells expressing TNFR2-BKO, a TNFR2
mutant unable to bind TRAF2. As shown in Fig. 5B, this mutant receptor
retains its ability to activate JNK although to a lesser extent than the
wild type receptor. Similar results were obtained when expressing the
mutant receptor TNFR2-343-378, a receptor in which the intracellular
region only comprises amino acids 343-378 which includes the region
responsible for the induction of TRAF2 degradation and that does not
contain any of the two TRAF binding sites. This receptor is still able to in-
duce a partial JNK activation (Fig. 5C), indicating that this region 343-
378 is implicated in JNK activation by TNFR2 and that this activity
does not require TRAF2 binding to the receptor. We next focused on
the possible identification of residues in region 343-378 which may
be responsible of this activity. We have extensively studied this because
this region is responsible for inducing TRAF2 degradation [20,34]. The
region contains 11 serine residues with a high score for phosphorylation
susceptibility. Of these residues, 345-SS-346 and 348-SS-349 appear es-
sential for inducing TRAF2 degradation [20]. Mutant receptors TNFR2-
BKO-AAD, TNFR2 BKO-DAA and TNFR2-BKO-AAQ which are unable to
bind TRAF2 and in which serine residues 345-346, 348-349 and 376-
377 respectively have been mutated were all able to induce JNK activa-
tion, therefore in a TRAF2-binding independent fashion (Fig. 5D). These
results indicate that the conserved module 338-379 is implicated in
both TRAF2 degradation and in JNK activation and that point mutations
in this module do not significantly affect the ability of the receptor to
activate JNK.

3.5. Only TRAF2 is efficiently degraded by TNFR2. TNFR1 has no effect on
TRAF proteins degradation

TRAF2 depletion induced by TNFR2 plays an important role in the
regulation of the receptor signaling [20,34,35]. The results shown
above indicate that both TRAF1 and TRAF3 play a role in TNFR2 signaling
and we therefore wondered if TNFR2 activation could affect the intracel-
lular concentrations of these two adaptor proteins as well. To test this,
we transfected HEK293 cells with the plasmid encoding for either
TRAF1 or TRAF3 together with increasing amounts of the plasmids
encoding for TNFR2 or TNFR1 to compare the effect of each TNF receptor
on the intracellular levels of these adaptor proteins. As a control, we
checked the effect of TNFR1 and TNFR2 on TRAF2 intracellular concen-
tration knowing that TNFR2 but not TNFR1 induced TRAF2 degradation
(Fig. 6A).

When analyzing the intracellular concentrations of TRAF1 in the
presence of increasing amounts of TNFR1 or TNFR2 it was observed
that neither receptor induced the degradation of this adaptor protein
(Fig. 6B). When analyzing the levels of TRAF3 in the presence of increas-
ing amounts of receptors it was observed that TNFR1 did not affect
TRAF3 levels (Fig. 6C, upper panel) while only the highest TNFR2 con-
centration induced a slight degradation (Fig. 6C, lower panel). Thus,
TNFR1 does not affect the intracellular levels of TRAF1, TRAF2 or
TRAF3 while TNFR2 induces degradation of TRAF2 and to a lesser extent
of TRAF3.

3.6. TRAF1 inhibits TNFR2-induced TRAF2 degradation

TRAF proteins are known for their ability to interact with each other,
leading to the formation of homo- or heterotrimers [29,36]. Thus, we
aimed at studying the possible effect of TRAF1 or TRAF3 on TRAF2 deg-
radation because of this interaction. To test this, HEK293 cells were
transfected with plasmids encoding for TRAF2 and TNFR2 together
with increasing amounts of plasmids encoding for TRAF1 or TRAF3.
We observed that TRAF1 overexpression blocks the ability of TNFR2 to
induce TRAF2 degradation (Fig. 7A) while TRAF3 overexpression does
not affect this TNFR2 activity (Fig. 7B). We next aimed to determine
the role of TRAF1 interaction with TNFR2 on the inhibition of TRAF2
degradation. To test this, HEK293 cells were transfected with a plasmid
encoding for TRAF2 together with a plasmid encoding for a mutant
TNFR2 receptor in which both TRAF binding sites have been mutated
(TNFR2-BKO), together with increasing amounts of a plasmid encoding
for TRAF1 and the intracellular levels of TRAF2 were analyzed. As shown
in Fig. 7C, TRAF1 overexpression still blocks TRAF2 degradation by
TNFR2-BKO, even though there is no binding of the adaptor protein to
this receptor. These results indicate that TRAF1 does not require interac-
tion with TNFR2 to block the ability of the receptor to induce TRAF2 deg-
radation, suggesting that there is a receptor-independent event in
which the two transducing proteins are involved.

4. Discussion

Since TNFR1 and TNFR2 were identified [28], multiple studies have
been carried out on their functional and structural characterization.
While TNFR1 has been extensively characterized, the biological func-
tions of TNFR2 have remained elusive. TNFR2 was originally found to in-
duce antiapoptotic reactions. However, several studies have shown its
ability to increase TNFR1 cytotoxicity due to its ability to induce
TRAF2 degradation [20,35]. It has been considered that the biological
role of TNFR2 relies on its interaction with TRAF2 [37], although other
adaptor proteins such as TRAF1, TRAF3, cIAP1 and cIAP2 have also
been implicated in its signaling. The precise role of TRAF proteins on
TNFR2 signaling has been quite controversial. Thus, we aimed to better
characterize the interaction of TRAF proteins with TNFR2 and their func-
tional consequences.
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Both immunoprecipitation and pull down assays (Fig. 2) show that
TNFR2 interacts with TRAF1, TRAF2 and TRAF3. It was first shown that
TRAF2 binding to TNFR2 occurs through amino acids 402-SKEE-405 of
the receptor. Recently, we have shown that TNFR2 also binds TRAF2
through a second site located at a conserved sequence in the C-terminal

A B

region of the receptor [20]. We therefore studied whether TRAF1 and
TRAF3 were also able to bind to the new binding site. The results
shown in Fig. 2 demonstrate that both binding sites are functional and
that both binding sites interact with TRAF1, TRAF2 and TRAF3. As for
the canonical TRAF binding site, it appears that TRAF2 binds directly to
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the receptor while TRAF1 binds both directly or through TRAF2 [37].
TRAF3 appears to bind only through TRAF2 [29]. Our results suggest
that the second binding site binds directly TRAF1, TRAF2 and TRAF3
(Fig. 2) although we cannot rule out that a small amount of endogenous
TRAF2 could act as a binding intermediary for TRAF1 and TRAF3
binding.

The role of TRAF2 in NF-«B activation by TNFR1 and TNFR2 [20,38]
and in apoptosis inhibition [39] is well known. The role of TRAF1 and
TRAF3 in TNFR2 signaling is not so well known. In this study we show
that both TRAF1 and TRAF3 inhibit TNFR2 signaling while TRAF2 is a
positive regulator. The inhibitory role of TRAF1 may be due to its ability
to form heterotrimers with TRAF2 [36,37]. This could result in the inhi-
bition of the classical NF-xB activation pathway [40] and, therefore, in
apoptosis activation [26,27,41]. However, it has also been suggested
that TRAF1 may have a stimulatory role in NF-xB activation [26].
These contrary roles may be explained because of the ability of TRAF1
to interact with IKKR and also because TRAF1 is a target gene of NF-xB
[42]. Thus, it is conceivable that at low TRAF1 concentrations NF-xB
activity is potentiated. Under these conditions TRAF1 would interact
preferentially with TRAF2. At high TRAF1 concentrations (as happens
in our experimental conditions) TRAF1 would interact with IKKp to
limit NF-B activation [43]. This would occur regardless of the binding
site involved. Also, it should be taken into account that TRAF1 inhibits
TRAF2 degradation (Fig. 7), an activity that may also influence the
apoptosis—-antiapoptosis equilibrium [34]. A different scenario appears
in relation to TRAF3. TRAF3 has been suggested to act as an inhibitor
of TRAF2/5 mediated NF-kB activation by CD40 [44]. In our hands, how-
ever, when TRAF3 was overexpressed with receptor TNFR2-A424
(which only presents the canonical TRAF binding site) an inhibition of
NF-KB activity was observed. On the other hand, when TRAF3 was
overexpressed with receptor TNFR2-A386-414 (which only contains
the most C-terminal TRAF binding site) a lack of inhibition, or even a
small activation, of NF-<B activity was observed (Fig. 3). This suggests
that the interaction of TRAF3 with TNFR2 may have different biological
consequences depending on the binding site involved. TRAF3 appears to
have no regulatory role on TRAF2 degradation indicating that its regula-
tory role relies only on NF-kB activation. The complexity of these biolog-
ical responses may also be related to the fact that TNFR2 has been
shown to activate both the classic [45] and the alternative pathways of
NF-KB activation [31]. We have tested the ability of TNFR2 to induce
degradation of TRAF proteins. Of the three TRAF proteins tested only
TRAF?2 is efficiently degraded. TRAF3 is partially degraded only at high
concentration of the receptor (Fig. 6). It is interesting that TRAF1, but
not TRAF3, appears to have a regulatory role in TNFR2-induced TRAF2
degradation and that this activity of TRAF1 appears to be independent
of its binding to the receptor (Fig. 7). Since TRAF1 and TRAF2 may
form heterotrimers and also form a complex with the ubiquitin ligases
cIAP1 and cIAP2, it could be possible that TRAF1 expression blocks the
E3 ligase activity of the cIAPs thus inhibiting TRAF2 degradation.

It was considered that TRAF2 interaction with TNFR2 is the first
essential step in the biological signaling triggered by the receptor. How-
ever, the functional analysis of the receptors TNFR2-BKO and TNFR2-
343-378 (which are unable to bind TRAF2) has shown that these recep-
tors are still able to induce c-Jun phosphorylation (Fig. 5), suggesting
that an additional, TRAF2-independent, mechanism operates for JNK ac-
tivation. This finding confirms that of Ji et al. [46] who found that dele-
tion of TRAF2 binding sites diminished TNFR2-mediated NF-xB but not
JNK activation. We have found that conserved module III (amino acids
338-379) is responsible for this activation since the receptor TNFR2-
343-378 (a receptor whose intracellular region comprises only amino
acids 343 to 378) is still able to induce c-Jun phosphorylation in spite
of the fact that it contains no TRAF2 binding sites. This module III also
contains the amino acids responsible for the induction of TRAF2 degra-
dation by the receptor. Opposite to what occurs for the induction of
TRAF2 degradation in which serine residues 345-346 or 348-349 ap-
pear essential [20], point mutations of serine pairs have no effect on
JNK activation (Fig. 5). Interestingly, amino acids 338-355 within this
region have been shown to be involved in the interaction with ASK1
interacting protein 1 (AIP1), an adaptor molecule mediating JNK but
not NF-kB activation [46].

In most cell types, ]NK activation by TNF takes place with no signifi-
cant induction of cell death, as TNF is only able to induce a transient ac-
tivation of the kinase as compared to that induced by UV light [47]. Thus,
in order to induce cell death JNK is required to be activated continuous-
ly, as may happen after NF-kB inhibition. It seems that a close link be-
tween NF-«B and JNK takes place through HSP70 and TRAF2 to induce
apoptosis [48]. In fact, when NF-«B is functionally activated, JNK activa-
tion exerts a proliferative effect [1]. After ASK1 inactivation, NF-kB in-
hibits reactive oxygen species (ROS) accumulation [49], ROS being
involved in cell death induction by TNF [50]. The activation of JNK by
TNFRs is biphasic, with a transient activation controlled by TRAF2
followed by a permanent activation which is TRAF2 independent but
related to ROS levels. Thus, it is likely that the initial interaction of
TRAF2 with TNFR2 after receptor trimerization results in both NF-xB
and JNK activation leading to proliferation signals. Then, TNFR2 induces
TRAF2 degradation leading to NF-kB inhibition of and also limiting
TRAF2 dependent JNK activation. Since TNFR2 is also able to activate
JNK in a TRAF2 independent fashion, this signal will remain after
TRAF2 depletion, which in the context of NF-kB inhibition leads to cell
death mediated by caspases and ROS in a cell type-specific manner
[51]. The induction of cell death after prolonged JNK activation may be
crucial for TNFR1-independent cell death induction mediated by
TNFR2 in some cell types [52] which is enhanced after inhibition of
caspases [53].

In conclusion, our results point to a key role for TRAF proteins in
TNFR2 signaling but they also show the ability of the receptor to activate
other TRAF-independent pathways in which the conserved module
338-379 has a principal function.
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