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RESUM

La definici6 classica de la mort apoptotica estableix la preséncia d’una morfologia nuclear
apoptotica de tipus II (condensacié de la cromatina i fragmentacié del nucli) i la degradacid
oligonucleosomal de I’ADN o LMW (low molecular weight). Les cel-lules derivades de
neuroblastoma huma SH-SYS5Y presenten aquest fenotip de mort després de ser sotmeses a un
estimul citotoxic com, per exemple, 1’estaurosporina. En aquest treball demostrem que les cél-lules
SH-SYS5Y pateixen un procés de mort cel-lular de forma homogenia amb un fenotip nuclear no
apoptotic després de ser tractades amb 1’alcaloide pertanyent a la familia de les benzofenantridines,
queleritrina. Aquest fenotip nuclear no apoptotic també €s observat en altres linies cel-lulars
derivades de neuroblastoma huma després de ser tractades amb queleritrina. A més, establim que
aquest alcaloide tampoc és capag¢ d’induir la degradacio oligonucleosomal de I’ADN, inclas quan
s’estan assolint percentatges de mort més elevats que en el tractament amb estaurosporina. Per altra
banda, demostrem que la manifestacio del fenotip nuclear no apoptotic succeeix de forma
primerenca i depenent de 1’activacid anticipada de les caspases, en un procés de mort cel-lular que
es desencadena rapidament. En aquest context, I’increment d’expressié dels nivells de CAD, la
principal endonucleasa responsable de la degradacié apoptotica de I’ADN i de la morfologia
nuclear de tipus II, no restableix el fenotip apoptotic en les cel-lules tractades amb queleritrina. A
més, demostrem que les cel-lules SH-SYSY manifesten el fenotip de mort no apoptotic induit per
I’alcaloide malgrat CAD es trobi a la fraccié cromatinica. Per altra banda, establim que el procés de
mort cel-lular induit per queleritrina coincideix amb la manifestacié de les propietats intercalants
d’aquest alcaloide sobre I’ADN. En aquest aspecte, mostrem que altres agents d’uni6é a I’ADN, a
I’igual que queleritrina, impedeixen la manifestacio del fenotip apoptotic provocat per
estaurosporina. A més, trobem que els agents d’uni6 a I’ADN pertanyents a la mateixa familia que
queleritrina (benzofenantridines), com la sanguinarina, també indueixen 1’activacié prematura de
les caspases. Per altra banda, el procés de mort desencadenat per queleritrina s’evita quan diferents
antioxidants tiolics s’afegeixen al medi de cultiu. A més a més, aquest fet coincideix en qué
queleritrina provoca que un elevat percentatge de cel-lules pateixin estrés oxidatiu de forma
anticipada mitjangant la deteccid d’especies reactives de I’oxigen (ROS). Per ultim, I’addicio de
determinades concentracions de DTT (dithiothreitol), un antioxidant tidlic, retarda 1’activacio de
caspases i recupera la morfologia apoptotica de tipus II en cel-lules tractades amb queleritrina. En
aquestes condicions, en canvi, no s’observa cap signe de degradacio oligonucleosomal de 1’ADN.
Aquest fet coincideix en qué les propietats intercalants de queleritrina sobre I’ADN encara es
mantenen.

Tot plegat, el conjunt dels resultats obtinguts en aquest treball estableix que els processos
d’estrés oxidatiu i les propietats d’unié a I’ADN son determinants en la manifestacié de diferents
fenotips de mort. Aixi, una produccidé prematura de ROS podria associar-se amb una activacio
anticipada de les caspases, fet que seria contraproduent per la consecucié d’un fenotip apoptotic
canonic en la cél-lula destinada a morir. Per altra banda, les propietats intercalants sobre I’ADN
d’una determinada molécula, per exemple, un quimioterapic, estaria desafavorint [’accié
enzimatica de CAD sobre la cromatina respecte a la fragmentacié en doble cadena de I’ADN per
generar fragments oligonucleosomals, pero no la capacitat d’aquesta per facilitar la compactacio i
fragmentacio del nucli durant I’estimul citotoxic.

En conclusio, el procés de mort cel-lular induit per queleritrina esdevé una eina de
manifesta rellevancia que ens permet 1’exploracio de nous procesos de mort cel-lular i, per tant,
I’estudi de mecanismes moleculars que puguin estar implicats en I’evasié de la mort apoptotica
canonica.
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ABSTRACT

The classic definition of apoptotic cell death ascertains the presence of type II apoptotic
nuclear morphology (chromatin condensation and fragmentation of the nucleus) and
oligonucleosomal DNA degradation or LMW (low molecular weight). Cells derived from human
neuroblastoma SH-SY5Y have this cell death phenotype upon a cytotoxic stimulus as for example
estaurosporine. In the present study, we demonstrate that the SH-SY5Y cells undergo a process of
cell death in a homogeneous way with a nuclear non-apoptotic phenotype after the challenge with a
benzophenanthridine alkaloid, chelerythrine. This nuclear non-apoptotic phenotype is also shown
in other cell lines derived from human neuroblastoma upon the chelerythrine treatment. In addition,
we establish that this alkaloid is not able to induce the oligonucleosomal DNA degradation, even
when the cell death percentages reached are higher than the values obtained with treatment of
estaurosporine. On the other hand, we show that the non-apoptotic nuclear phenotype appears
early. It depends on anticipatory activation of caspases in a cell death process which triggers
quickly. In this context, the increase of CAD levels expression, the main endonuclease responsible
for DNA apoptotic degradation and nuclear morphology of type II, does not restore the apoptotic
phenotype after the treatment with chelerythrine. Moreover, we demonstrate that the SH-SYSY
cells show the non-apoptotic cell death phenotype induced by the alkaloid although CAD is located
in the chromatin-enriched fraction. Besides this, we ascertain that the cell death induced by
chelerythrine is concomitant with the presence of DNA intercalating properties from this alkaloid.
In this sense, we show that other DNA binding agents, just like chelerythrine, avoid the apoptotic
phenotype induced by estaurosporine. Furthermore, we find that the DNA binding agents belonging
to the same family that chelerithrine (benzophenanthridine), such as sanguinarine, also induce a
premature activation of caspases. On the other hand, the presence of different thiolic antioxidants in
the culture media prevents the cell death process triggered by chelerythrine. Moreover, this fact
coincides with a high percentage of cells undergoes an early oxidative stress through detection of
reactive oxygen species (ROS). Finally, the addition to the culture media of certain DTT
(dithiothreitol) concentrations, a thiolic antioxidant, delays the caspases activation and restores the
apoptotic morphology of type II, after the treatment with chelerythrine.

Altogether, the results obtained from this work ascertain that the oxidative stress processes
and DNA binding properties are crucial to the induction of different cell death phenotypes. Thus,
an early ROS production relates to a premature activation of caspases, which would be counter-
productive to achieve a canonical apoptotic phenotype in cells destined to die. Furthermore, the
DNA intercalating properties from one particular compound, such as chemotherapeutic agent,
would disadvantage the CAD enzymatic action of double-strand DNA fragments on chromatin
degradation to generate the oligonucleosomals fragments. However, the DNA intercalating
properties would not be able to avoid the compaction and fragmentation of the nucleus during
cytotoxic stimulus.

In conclusion, the cell death process induced by chelerythrine becomes an important tool
that allows us to explore new processes of cell death and, therefore, to study the molecular
pathways involved in evasion to the canonical apoptotic death.
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INTRODUCCIO

1. El concepte “apoptosi”: origen i rellevancia biologica

Durant molt de temps s’ha definit el concepte d’apoptosi utilitzant el terme de mort cel-lular
programada (PCD, programmed cell death) com a un procés cel-lular determinant pel manteniment
i desenvolupament dels organismes multicel-lulars. Es requereix un equilibri biologic entre els
processos de proliferacido i mort cel-lular si es pretén garantir I’homeostasi de 1’ésser viu. Un
desordre en la mort cel-lular pot derivar a diferents patologies. Es per aixo, que aquest procés
requereix d’una regulaci6 tant a nivell cel-lular com molecular.

Les primeres al-lusions al concepte de mort cel-lular com a un procés fisiologic i critic pel
desenvolupament d’organismes animals no es trobaren fins a mitjans del segle XIX. La mort
cel-lular es va reportar per primer cop al 1842 per Vogt, en estudis de la metamorfosi dels amfibis.
Els seus treballs sustenten la idea de mort cel-lular en el sentit fisiologic fent referéncia a la
“reabsorcio” de cél-lules i utilitzant els termes de “destruccié o desaparicid” de cél-lules (Vogt
1842). Altres treballs es van afegir a aquest concepte de mort cel:lular fisiologica, considerant-la
com a un component normal pel desenvolupament animal (Glucksmann 1951). Un altre treball a
destacar sobre les primeres descripcions del procés de mort cel-lular és el de Virchow. Aquest autor
va descriure dos processos de mort cel-lular: necrobiosi (del grec nekros, com a mort, i bios, com a
vida), la qual considera com a una mort natural; i necrosi o degeneracié tissular, aquesta darrera
definida com a una mort violenta oposada a la de necrobiosi (Virchow 1989). Encara que ja al
segle II, amb Galeno, es va citar el terme necrosi, aquest comenga a consolidar-se amb Virchow i
fins avui encara es manté aquest terme per definir una modalitat de mort similar a la descrita per
aquest autor (Liddell and Scott 1968). En canvi, necrobiosi, acaba perdent solidesa com a concepte
de mort contraposada a la necrosi, malgrat que posteriorment Kerr i col-laboradors 1’anomenaren
com a una “mort cel-lular fisiologica sense unes caracteristiques morfologiques definides” (Kerr,
Wryllie et al. 1972).

No va ser, pero, fins a finals del segle XIX que s’obtingueren les primeres descripcions
detallades de I’interior de cél-lules mortes (Flemming 1885). Gracies al desenvolupament de
meétodes de fixacid de teixit i de diferents tincions histologiques, Flemming crea els conceptes de
cromatina i mitosi. Al seu estudi de fol-licles ovarics en mamifers, estableix que la mort cel-lular
no es produeix per una ruptura mecanica de la cél-lula sind que la considera un esdeveniment
fisiologic. Descriu aquest concepte sota el terme de cromatolisi que associa a una fragmentacio
dels nuclis i que coincideix amb el qué avui es coneix per apoptosi. Aquesta primera manera de
parlar de 1’apoptosi també 1’utilitza al 1914 Gréper. En el seu estudi conclou que la cromatolisi
havia d’existir en tots aquells organs en els que les cel-lules havien d’eliminar-se (Graper 1914).
Afirma també que les restes cel-lulars de les cél-lules que patien aquest procés les fagocitaven
cel-lules veines (Figura I1).
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Figura I1. Cromatolisi observada per Flemming al 1885 (esquerre) i Griper al 1914 (dreta). A I’esquerre, fol-licle
ovaric de conill poc abans de la seva maduresa. Es pot observar que la majoria de cel-lules que es troben en contacte amb
I’0vul sén normals (una d’elles és mitotica); mentre que les que estan més allunyades estan patint el procés de
cromatolisi. S’observa la condensaci6 i fragmentacié del nucli tipica de I’apoptosi (Arch Anat EntwGesh 1885, 221-244).
A la dreta, la pared del sac vitel-li durant la formacié de ’embri6é de Acanthias. S’ observa la fagocitosi, per part d’una
cel-lula epitelial, d’un nucli fragmentat d’una c¢l-lula veina que ha mort en el procés embriogeénic (4rch Zellforsch 1914,
373-394).

L’avang en les tincions histologiques va permetre apreciar varies morfologies nuclears apart
de la propiament descrita com a cromatolisi. Al 1889 Klebs proposa els termes de cariolisi, com a
un eixamplament nuclear amb una pérdua eventual de la cromatina, i cariorrexis, com a una
ruptura de la membrana nuclear acompanyada d’una desintegracié de la cromatina en forma de
granuls (Klebs 1889). Un any més tard, Arnheim introduia els conceptes de marginalitzacio de la
cromatina i de picnosi, com a una reducci6 del nucli caracteritzada per una forta condensacio de la
cromatina (Arnheim 1890) (Figura 12). Aquests nous conceptes de descripcido morfologica nuclear
s’utilitzen encara avui per parlar dels diferents detalls nuclears induits en els processos de mort
cel-lular.

En aquesta época, també s’introduiren nous termes per referir-se a altres modalitats de mort
diferents de la cromatolisi com ara 1’autolisi 1 I’oncosi. L’ autolisi es reporta al 1900 per Jacoby
com a un fenomen d’autodigestié espontania cel-lular que utilitzava els propis enzims proteolitics
de la cél-lula (Jacoby 1900). D’altra banda, 1’oncosi s’introdui al 1910 per Recklinghausen per
descriure una mort cel-lular induida per isquémia o agents toxics, i caracteritzada per un inflament i
increment de la permeabilitat plasmatica (Recklinghausen 1910). Aquests termes preserven avui el
seu significat i s’empren per fer referéncia a fenomens de mort molt especifics o part d’ells. En el
cas de D'oncosi, alguns autors I’utilitzen per definir 1’etapa preliminar de morts cel-lulars
isquémiques que acaben derivant a un procés de mort necrotic (Majno and Joris 1995). No obstant,
en la literatura actual el terme oncosi s’utilitza per definir I’increment de volum cel-lular tipic de la
mort necrotica (Vandenabeele, Galluzzi et al. 2010).
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Figura 12. Mitosi (a la part inferior esquerra) i apoptosi (a la part superior dreta) com als dos principals
reguladors de les poblacions cel-lulars. En la cél-lula apoptotica s’observa el nucli fragmentat (cariorrexis) i la
cromatina en estat picnotic. Un dels fragments nuclears conté la caracteristica de la condensacié de la cromatina. La
imatge correspon a una micrografia electronica de prostata de rata després de 2 dies de castraci6. Barra = 2 um (adaptat
de Majno, 1995).

A principis dels anys 50, es van reportar altres termes descriptius dels processos de mort
cel-lular com el blebbing o el budding, citats avui indiferentment en la literatura cientifica. Al
1951, Costero i Pomerat crearen el terme de blebbing com a zeiosis (del grec com a “estic bullint™)
per descriure un procés de “bubbling” com a bombolleig observat en cultius de teixit nervids
(Costero and Pomerat 1951). Més tard, aquest terme es consolida com blebbing com a (“formacio
d’ampolles™) al 1955 per Boss. Aquest autor posa de manifest la presencia de blebs com a
prolongacions de la membrana cel-lular que apareixien i desapareixien durant la citoquinesi (Boss
1955). Pel que fa al terme de budding (“florida”), aquest es reporta també al mateix any per Bessis
en examinar la mort cel-lular en leucocits humans. Bessis per mitja d’una seqiiéncia fotografica
presa en diferents temps, observa I’aparicié d’unes prolongacions protoplasmatiques just abans de
la fragmentacio cel-lular i descrivi aquest comportament cel-lular com a una “fragmentaci6 de la
mort cel-lular” (Bessis, 1955) (Figura I3). No obstant, varis autors separaren aquests conceptes per
remarcar-ne un us meés especific (Majno and Joris 1995; Charras 2008). Majno i Joris, per
exemple, van diferenciar els dos termes considerant les prolongacions citoplasmatiques del budding
com “buds” (“brots”) capagos de contenir fragments nuclears i organuls cel-lulars sense inflar-se. A
diferéncia dels “blebs”, que els van definir com estructures derivades de la membrana cel-lular
plenes de liquid similars a una “ampolla” i que tendien a inflar-se i rebentar. Consideraren també
que la seva formaci6 podia ser reversible i els associaren a morts cel-lulars isquémiques. El terme
del budding, en canvi, el recomanaren més per contextos de mort apoptotica (Majno and Joris
1995). No obstant i posteriorment a les recomanacions d’aquests autors, es van reportar processos
de mort apoptotica amb preseéncia de blebs i Mills and Coleman incluis, els van arribar a reconeixer
com a blebs idéntics als de les cél-lules en divisio (Mills, Stone et al. 1999; Coleman, Sahai et al.
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2001). Tot i aixi, després es va descriure que la seva preséncia podia ser prescindible en processos
de mort cel-lular apoptotics, pel que les cél-lules podien patir apoptosi igualment (Nicotera, Leist
et al. 1999). Per altra banda, una tltima distinci6 citada en la literatura entre diferents tipus de
blebbing ha afavorit el seu Us dins el context apoptotic. Mills i col-laboradors van descriure dos
tipus de blebbing, un de més dinamic, associat a I’execucio de 1’apoptosi, i un de més estatic amb
la formacié de blebs més grans, relacionat amb processos de mort necrotica (Mills, Stone et al.
1999).

adia

Figura 13. Dues imatges de la seqiiéncia fotografica presa per Marcel Bessis el 1955 mostrant la mort per fragmentacio
cel‘lular d’un leucocit in vitro. A I’esquerre: un leucocit (probablement un monocit, M) just abans de la seva destruccio.
A la dreta: els mateixos leucocits 33 minuts més tard després d’un episodi de budding (no es mostra) trencats de sobte en
cossos apoptotics amb masses de cromatina denses (fletxa).(Bessis MC: Mort d'une cellule: analyse d'un film en contraste
de phase. Semaine Hopitaux 1955, 60:21-32).

A finals dels anys 50, es comencga a pensar sobre la idea que el procés de mort cel-lular no
era accidental, anomenant el terme del “suicidi”. Duve proposa que les cél-lules podien morir des
del seu interior per un esclat dels seus lisosomes que actuaven com a “bosses suicides” (De Duve
and Beaufay 1959). Aquesta idea preliminar del suicidi s’acaba consolidant al 1964 amb Lockshin
& Williams amb la introduccio del concepte de mort cel-lular programada o PCD. Aquests autors
afirmaren que la mort cel-lular durant el desenvolupament animal no era accidental i que es
determinava per una seqiiéncia de passos estrictament controlada. En aquest sentit, proposaren que
la mort cel-lular en el desenvolupament d’un organisme es produia en llocs i moments determinats
a través d’una serie d’esdeveniments programats (Lockshin and Williams 1965). Un any més tard,
Saunders segui emfatitzant aquesta nova idea de la mort cel-lular, pero remarcant altre cop el terme
del “suicidi”. Aquest autor, en relacio als seus treballs dels sistemes embrionaris, considera que
durant I’embriogenesi la mort era “un suicidi, no un assassinat” (Saunders 1966). A més a més, un
any més tard Tata reporta que aquesta mort cel-lular programada era un procés actiu, ja que
requeria sintesi macromolecular. En concret, observa com en els seus estudis de metamorfosi
d’amfibis 1I’Gs d’inhibidors de sintesi de RNA i de proteines era capag de bloquejar la mort cel-lular
(Tata 1966).

El concepte de mort cel-lular com a PCD, sense encara anomenar-se apoptosi, €s va
mantenir fins als anys 70. Al 1971 Kerr i els seus col-laboradors, en un experiment en el qué van
induir una atrofia hepatica mitjancant la constriccid d’una de les ramificacions de la vena porta, es
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van adonar d’una baixada discreta del nimero de cél-lules. Aquests autors van detectar que aquesta
baixada del nombre de cél-lules s’induia per una série de canvis seqiliencials que anomenaren en un
primer moment shrinkage necrosi com a “necrosi amb encongiment” (Kerr 1971). Un any més
tard, aquests autors detallaren els canvis morfologics d’una mort cel-lular que anomenaren apoptosi
del grec com a “caiguda de les fulles dels arbres o dels pétals de les flors”. Aquest nom pretenia
remarcar el procés d’una mort que succeia de forma natural o fisiologica durant el
desenvolupament, respecte una mort patologica generada per un dany agut que definiren com a
“necrosi coagulativa” (Kerr, Wyllie et al. 1972). El seu treball establi les diferéncies entre aquests
dos tipus de mort cel-lular a partir de les descripcions morfologiques obtingudes amb imatges de
microscopia electronica en teixits d’organismes animals adults i cél-lules embrionaries. En concret,
van resumir els canvis estructurals de 1’apoptosi en dues etapes directes: formacid dels cossos
apoptotics i fagocitosi d’aquests per altres cél-lules (Figura 14). La formacio dels cossos apoptotics
implicava fenomens cel-lulars com la condensacid marcada del nucli i del citoplasma, la
fragmentacié nuclear i la preseéncia d’unes protuberancies a la superficie de la cél-lula. Aquestes
protuberancies permetien la formacié d’aquests cossos on la membrana es mantenia delimitada i
compacta per preservar 1’estat de les restes cel-lulars. Segons aquest treball doncs, el contingut
d’aquests cossos apoptotics es determinava pels constituents cel-lulars que havien estat presents en
la protuberancia citoplasmatica i que conseqiientment els hi havia donat origen. De fet, en tots els
seus teixits estudiats, la majoria dels cossos apoptotics es trobaven intactes dins dels citoplasmes
d’altres cel-lules. Aquest fet suggeri a kerr i col-laboradors una rapida fagocitosi deguda
possiblement a un canvi de les propietats en la superficie de les membranes. De fet, els mateixos
autors van descriure en detall el mecanisme de la fagocitosi. En concret, definiren aquest
mecanisme com a un procés que es basava en contenir els cossos apoptotics en vesicules
endocitiques (fagosomes) que posteriorment es fusionaven amb els lisosomes de la cel-lula
fagocitica. La funci6 d’aquests organuls I’associaven a la degradacié dels cossos apoptotics a través
dels seus enzims hidrolitics. Tot i aixi, els autors d’aquest treball observaren que la degeneracio
dels cossos apoptotics ja s’iniciava per autolisi als fagosomes de forma previa a la fusié amb els
lisosomes. Kerr i col-laboradors també van esmentar la manca d’inflamacio en els processos de
mort amb preseéncia de cossos apoptotics, en comparacié al procés de “necrosi coagulativa”.
Malgrat les miltiples descripcions, els autors d’aquest treball no arribaren a aprofunditzar sobre
els esdeveniments morfologics apoptotics inicials. Tan sols esmentaren que les cél-lules destinades
a morir per apoptosi es separaven previament de les seves cel-lules veines i mostrant una agregacio
de la cromatina en masses denses sota I’envolta nuclear. Tot i aixi, des de la definici6 de Kerr i
col-laboradors, el terme apoptosi s’ha utilitzat ampliament per la comunitat cientifica i durant molt
de temps s’ha considerat com a sinonim de PCD. Veurem com al llarg dels diferents tipus de
classificacions dels processos de mort el terme apoptosi i altres conceptes segueixen sent revisats
en la literatura cientifica fins al dia d’avui.
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Figura 14. Diagrama original de Kerr per mostrar les caracteristiques morgologiques de 1’apoptosi (font: (Kerr,
Wyllie et al. 1972)).

Analitzat I’origen del concepte d’apoptosi i els multiples termes introduits per descriure els
processos de mort cel-lular, a continuaci6 s’analitza la rellevancia biologica d’aquest procés i com,
en molts exemples, la seva execucid és determinant pel manteniment i desenvolupament dels
organismes multicel-lulars.

Les cél-lules d’un organisme multicel-lular estan constantment sotmeses a un proce€s
fisiologic de mort cel-lular en continu equilibri amb la proliferacio6 per tal de garantir ’homeostasi i
desenvolupament de I’organisme. D’aqui deriva també, la important regulacid de 1’apoptosi
sobretot a nivell de desenvolupament embrionari i fetal per tal de garantitzar la correcte formacio
de totes les estructures cel-lulars de I’organisme. En general, les funcions biologiques de 1’apoptosi
més rellevants en el desenvolupament i homeostasi cel-lular es reporten en les segiients:
remodelacié d’estructures, pérdua d’estructures no necessaries, control del numero de cél-lules,
eliminacié de cél-lules anormals, no funcionals o danyades i produccié de cél-lules diferenciades
sense organuls (Ellis, Yuan et al. 1991; Jacobson, Weil et al. 1997) (Figura I5).
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Pel que fa a la remodelaci6 d’estructures, un exemple n’és la formacié individualitzada dels
cinc dits dels humans durant el desenvolupament fetal a través de I’eliminacié de les arees
interdigitals (Ellis, Yuan et al. 1991). De fet, en aquest i altres exemples de remodelacio
d’estructures, moltes cél-lules es produeixen en excés i es sotmeten a posteriors processos de mort
cel-lular per tal de contribuir a I’estructura final de molts organs i teixits (Meier, Finch et al. 2000).

Aixi també, durant el desenvolupament animal es formen estructures que després son
necessaries eliminar. Es el cas d’estructures requerides en les espécies ancestrals perd no en les
descendents 1 que evolutivament han acabat perdent la seva utilitat, o bé d’aquelles que només es
requereixen en determinades etapes o son només necessaries en un dels dos sexes. Un exemple n’és
la perdua de la cua dels capgrossos durant la metamorfosi dels amfibis (Ellis, Yuan et al. 1991).

L’apoptosi també t€¢ un paper fonamental en la regulacié del nombre de cél-lules. En molts
organs hi ha sobreproduccio6 de cél-lules que després es sacrifiquen per ajustar-ne el nombre. En el
sistema nervios dels vertebrats per exemple, durant el seu desenvolupament el nombre de neurones
1 oligodendrocits es generen en excés 1 més de la meitat s’eliminen per apoptosi (Jacobson, Weil et
al. 1997).

En el procés d’eliminacié de cél-lules anormals, no funcionals o danyades controlat per
I’apoptosi es pot posar de manifest el procés de seleccid de limfocits T i B. La seva eliminacio per
apoptosi permet seleccionar i mantenir un nombre constant de limfocits estrictament eficients en el
reconeixement especific de 1’antigen (Ellis, Yuan et al. 1991; Jacobson, Weil et al. 1997; Rathmell
and Thompson 2002).

La produccié de cel-lules diferenciades sense organuls com una altra funcid biologica de
I’apoptosi s’analitza en el context de la familia de proteases cisteina caspases (cysteine-dependent
aspartate-directed proteases) (veure apartat 3. “Bioquimica de 1’apoptosi: les caspases”). Certs
tipus cel-lulars com els queratinocits, les cél-lules epitelials del cristal-li o els globuls vermells dels
mamifers perden els seus nuclis i organuls a través de processos de diferenciacio terminal en els
que les caspases estan implicades (Figura 15) (Jacobson, Weil et al. 1997; Zeuner, Eramo et al.
1999).

Tot plegat fa que entenguem 1’apoptosi amb una amplia rellevancia biologica en el sentit
fisiologic de desenvolupament i homeostasi dels organismes multicel-lulars. Aquesta rellevancia
biologica de I’apoptosi, pero, va lligada inevitablement també a un sentit patologic. Un defecte
excessiu en 1’activacié dels processos apoptotics implica I’aparicié de malalties humanes com el
cancer, malalties autoimmnues i infeccions virals. En canvi, un excés d’activacié de 1’apoptosi
s’associa a malalties neurodegeneratives com 1’Alzheimer o el Parkinson, o a altres patologies
humanes com el SIDA o I’osteoporosi, entre d’altres (Thompson 1995).
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Figura 15. Funcions biologiques de I’apoptosi. (A i B) Remodelacio d’estructures, (C i D) pérdua
d’estructures no necessaries, (E) control del nimero de ceél-lules, (F i G) eliminaci6 de cel-lules no funcionals,
anormals o danyades i (H) implicaci6 en la regulacio de certs processos de diferenciacio cel-lular (modificat de
(Jacobson, Weil et al. 1997; Zeuner, Eramo et al. 1999).
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2. Classificacions dels processos de mort cel-lular
2.1. Primera classificacio: tipus de mort segons les caracteristiques morfologiques cel-lulars

Merker i Schweichel el 1973 realitzaren la primera classificacié de la mort cel-lular segons
caracteristiques morfologiques cel-lulars (Schweichel and Merker 1973). S’establiren tres tipus de
mort cel-lular:

- “mort cel-lular tipus I associada a heterofagia.
- “mort cel‘lular tipus II” associada amb autofagia.

- “mort cellular tipus III” no associada a cap tipus de digestio i definida com mort no
lisosomal.

Aquests tipus de mort es consideren equivalents als actuals processos de mort d’apoptosi,
autofagia i necrosi respectivament a ’ordre esmentat per aquests autors (Kroemer, Galluzzi et al.
2009). No obstant, més tard una revisié de Clarke (Clarke 1990) estipula subtipus de mort cel-lular
pel que es reanomena la nomenclatura utilitzada per Merker i Schweichel com a:

- “mort tipus 1 o apoptosi”.
- “mort tipus 2 o mort autofagica”.
- “mort tipus 3 o degradacio vesicular no lisosomal”.

En el darrer tipus de mort cel-lular, s’inclogueren la “mort tipus 3A o desintegracié no
lisosomal” i “mort tipus 3B o citoplasmatica” (Clarke 1990).

2.1.1. Mort de tipus 1 o “apoptosi”

Les caracteristiques morfologiques de la mort tipus 1 o apoptosi coincideixen amb les
descripcions detallades analitzades anteriorment per Kerr i col-laboradors (Kerr, Wyllie et al.
1972). Tenint en compte aquestes aportacions morfologiques i els multiples termes de mort
cel-lular reportats, les principals caracteristiques morfologiques de la cél-lula apoptotica es
resumeixen en les segiients: presentacio de shrinkage o “encongiment” cel-lular, marginalitzaci6 i
condensacié de la cromatina sota 1’envolta nuclear amb una posterior fragmentacié nuclear o
cariorrexis, 1 preséncia de protuberancies citoplasmatiques formades pel fenomen de budding o
blebbing. En resum, 1’adquisicié d’aquestes caracteristiques morfologiques permet la generacio
dels cossos apoptotics i afavoreix la fagocitosi d’aquests per macrofags o cél-lules veines, malgrat
aquestes no siguin fagocits professionals (Figura 16). En conseqiiéncia, s’evita 1’alliberament del
contigut cel-lular apoptotic a I’espai extracel-lular i el desencadenament de posteriors processos
d’inflamacio.

L’execucio de I’apoptosi, perd, no solament s’associa a 1’adquisicio de diferents
caracteristiques morfologiques de la cel-lula apoptotica, malgrat la primera classificacié de mort es
basi en trets morfologics. Aix0 en part es deu a que els apunts morfologics apoptotics van ser
previs als bioquimics i per la concordanca amb I’avang de les técniques de biologia cel-lular i
molecular. En aquest sentit, la detecci6 de caracteristiques bioquimiques en les cel-lules
apoptotiques comencga a reportar-se a finals dels anys 70 amb el descobriment de la degradacio
apoptotica de I’ADN coneguda com a ladder. La descoberta del fenomen bioquimic ladder es
realitza en estudis independents de 1’apoptosi, on s’utilitzaren teixits limfoides irradiats en els que
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préviament s’havia vist que el seu nucli estava fragmentat (Spear & Gliicksman, 1938). Va ser més
tard, quan tres grups de forma independent van aconseguir analitzar primer al 1976 (Skalka,
Matyasova et al. 1976) i després al 1981 (Yamada, Ohyama et al. 1981; Zhivotovsky, Zvonareva et
al. 1981), la cromatina d’aquest mateix tipus de teixits irradiats. L analisi electroforétic revela que
la cromatina es trencava en fragments que produien un patré semblant al d’una “escala” donant el
definitiu nom de “ladder”. Aquest fet va suggerir que aquesta degradacié de I’ADN provenia d’una
fragmentacié internucleosomal que generava fragments del tamany d’un o varis nucleosomes
(Zhivotovsky, Zvonareva et al. 1981). Finalment, al 1984 s’acaba relacionant el patrd de
degradaci6 de I’ADN /adder amb el fenomen de 1’apoptosi. D’aquesta manera, s’afegi un marcador
bioquimic especific als canvis morfologics de les cél-lules apoptotiques (Wyllie, Morris et al.
1984). Aquest descobriment va iniciar una onada de publicacions cientifiques referides a I’apoptosi
entre les que va remarcar de forma considerable 1’estudi d’Ellis i Horvitz al 1986 sobre els gens
implicats en el suicidi cel-lular en el nematode Caenorhabditis elegans (Ellis and Horvitz 1986).
Finalment, es van descobrir en mamifers els gens homolegs i es designad el conjunt d’enzims
hidrolitics implicats en la regulacié de 1’apoptosi, com a la familia de proteases cisteina Cysteine-
dependent aspartate-directed proteases definida, aixi, sota el terme de caspases (Alnemri,
Livingston et al. 1996). Més tard es va veure que aquestes proteases processaven multiples
substrats que contribuien a 1’adquisicié de les principals caracteristiques morfologiques i
bioquimiques de la cel-lula apoptotica (Timmer and Salvesen 2007; Luthi and Martin 2007).
Aquesta familia d’enzims proteolitics és la principal maquinaria bioquimica de I’apoptosi i la seva
activacio és clau pel desmantellament de la cel-lula apoptotica.

Figura 16. Fagocitosi de dos cossos apoptotics en el desenvolupament d’un rony6 de rata (indicat per les fletxes). Barra =
5 um (modificat de Coles, 1993).
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2.1.2. Mort de tipus 2 0 “mort autofagica”

La mort de tipus 2 es caracteritza principalment per una vacuolitzacié massiva del
citoplasma autofagica. Es la propia cél-lula qui realitza una digestié del seu citoplasma a partir de
la formaci6 de nombroses vacuoles (Schweichel and Merker 1973). La destruccioé cel-lular
autofagica té lloc a través dels propis enzims lisosomals de la cel-lula i les restes cel-lulars d’aquest
procés de mort, en alguns casos, s’eliminen per heterofagia (Pautou and Kieny 1971). El fenomen
heterofagic en aquesta mort, perd, es descriu en etapes molt tardanes i amb menys rellevancia
biologica que en el cas de la mort tipus I o apoptosi (Krstic and Pexieder 1973). Per altra banda,
varis organuls cel-lulars com el reticle endoplasmatic, les mitocondries i I’aparell de golgi poden
dilatar-se i hi ha opcié que les cel-lules autofagiques presentin blebbing (Peluso, England-
Charlesworth et al. 1980). Aquest tipus de mort també, pot portar a la pérdua d’estructures que
deriven de les membranes cel-lulars com ara el microvilli (Salzgeber and Weber 1966) o els
complexes d’uni6 intracel-lulars com les gap junctions (Clarke 1990) en les cel-lules epitelials. A
part de canvis en la membrana plasmatica, en la mort autofagica també es reporten canvis en el
nucli de tipus picnotic perd només molt ocasionalment. Aquests canvis es van descriure tant en les
etapes més prematures d’aquesta mort (Hornung, Koppel et al. 1989), com en les més tardanes
(Beaulaton and Lockshin 1982).

2.1.3. Mort de tipus 3 o “degradacio vesicular no lisosomal”

La mort tipus 3 es caracteritza per una desintegracio general de la cel-lula amb una pérdua
completa dels organuls cel-lulars. De forma més concreta, les cél-lules que pateixen la mort tipus
3A o desintegracio no lisosomal presenten una dilatacié dels organuls cel-lulars i la formacio
d’espais buits del citoplasma que es fusionen entre ells i que poden arribar a connectar-se amb
I’espai extracel-lular. La cél-lula es destrueix degut a la desintegracio dels diferents components
cel-lulars en fragments petits que poden, inclis, no arribar a detectar-se ni per microscopia
electronica. De forma similar, la membrana plasmatica també s’acaba desintegrant perd per mitja
d’una fragmentacié massiva. En ultima instancia, el nucli també s’acaba destruint. La desintegracio
cel-lular d’aquest procés de mort suceeix sense 1’actuacio dels enzims lisosomals de la cél-lula ni el
fenomen de fagocitosi per part de les cel-lules veines. No hi ha, per tant, cap simbol d’heterofagia
(Schweichel and Merker 1973). Pel que fa a l’altre tipus de mort tipus 3B o desintegracio
citoplasmatica, es diferencia respecte al tipus 3A pels canvis que pateix el nucli i la membrana
plasmatica (Clarke 1990). En concret, la membrana plasmatica es contrau i el nucli en canvi, tot i
que també de forma tardana, acaba patint cariolisi (Clarke 1990).

2.2. Evolucié del concepte PCD

Durant moltes décades la comunitat cientifica ha utilitzat el terme de PCD com a sinonim
d’apoptosi. A més a més, 1’apoptosi s’associava recurrentment a 1’activacié de les caspases. No
obstant, I’aparicio de treballs que reportaven processos de mort que podien succeir sense ’activacio
de caspases, porta a revisar el concepte de PCD (Lockshin and Zakeri 2002; Susin, Daugas et al.
2000).

Jadtela 1 col-laboradors son els autors que van revisar aquest concepte establint una nova
classificacio dels processos de mort de cel-lular (Jaattela and Tschopp 2003). Aquesta classificacio
es va fer segons la morfologia nuclear i distingia entre diferents tipus de mort PCD depenents de
determinats esdeveniments de senyalitzacid. D’aquesta manera, es van incloure des dels processos
de mort depenents de caspases com 1’apoptosi o apoptosi classica, als independents de caspases
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com ’apoptosis-like PCD 1 la necrosi-like PCD. Per tltim, cal remarcar que aquesta classificacio
inclou un procés de mort cel-lular no PCD referit a la necrosi accidental (Figura 17).
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Figura 17. Classificacio de la mort cel-lular en processos PCD segons la morfologia nuclear i processos no PCD.
S’inclouen com a processos de mort PCD: apoptosi, apoptosis-like PCD 1 necrosi-like PCD. Entre aquests apoptosi o
també anomenada apoptosi classica es considera un procés de mort PCD depenent de caspases. Apoptosis-like PCD i
necrosi-like PCD, s’inclouen com a processos PCD independents de caspases. Necrosi es considera un procés de mort no
PCD i correspon a la necrosi accidental (adaptat de (Broker, Kruyt et al. 2005)).

2.2.1. Tipus de PCD segons la morfologia del nucli
2.2.1.A. Apoptosi classica

Aquesta apoptosi es caracteritza per presentar una condensacido compacta de la cromatina i
una fragmentacié del nucli que condueix a la preséncia de figures geométriques simples globulars o
en forma de mitja lluna (Leist and Jaattela 2001) (Figura 18). Aquest fenotip nuclear de mort
s’associa amb altres caracteristiques morfologiques apoptotiques definides ja per Kerr, tals com el
shrinkage 1 la generacid dels cossos apoptotics. Aquesta morfologia s’estableix com a la
morfologia apoptotica classica i es reconeix com a la morfologia nuclear tipus II o estat II de la
condensaci6 de la cromatina (Susin, Daugas et al. 2000). La manifestacié d’aquest fenotip de mort
s’associa a ’activacio6 de caspasa-3 i a ’endonucleasa CAD (Enari, Sakahira et al. 1998).

2.2.1.B. Apoptosis-like PCD

La morfologia nuclear d’aquest procés de mort apoptotic es caracteritza per la preséncia
d’una menor compactaci6 de la cromatina, la qual tendeix a marginalitzar-se a la periféria nuclear
(Leist and Jaattela 2001) (Figura I8). Aquest fenotip nuclear s’identifica com a morfologia nuclear
tipus I o estadi I de la condensacio de la cromatina (Susin, Daugas et al. 2000). L’apoptosis-like
PCD es relaciona amb processos de mort independents de caspases regulats per executors com els
factors mitocondrials pro-apoptotics AIF (apoptosis-inducing factor) i endonucleasa G, o les
cathepsines (Jaattela and Tschopp 2003).
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2.2.1.C. Necrosi-like PCD

El terme de necrosi-like PCD s’introdueix per definir aquelles morts independents de
caspases amb una abséncia completa de la condensaciéo de la cromatina o com a molt, amb
agrupacions de cromatina poc definides (Figura 18). En aquest procés de mort PCD, també
s’engloben determinades modalitats de mort que coincideixen amb 1’abséncia de la condensaci6 de
la cromatina i de 1’activacié de caspases. D’una banda s’inclouen processos de mort descrits com
una “apoptosi abortiva”, en els qué s’inicia un programa d’apoptosi estandard posteriorment
bloquejat a nivell d’activacié de caspases (Sancho-Martinez, Piedrafita et al. 2011). D’altra banda,
s’engloben I’autofagia anomenada també mort PCD tipus II i una modalitat de mort cel-lular
necrotica induida a través de receptors de mort (Jaattela and Tschopp 2003); (Chi, Kitanaka et al.
1999; Holler, Zaru et al. 2000). Per ultim, cal dir que la necrosi-like PCD s’ha relacionat amb el
segiients mecanismes de senyalitzacié: produccio de les especies reactives de 1’oxigen (ROS de
reactive oxygen species) (Vercammen, Brouckaert et al. 1998), 1’activaci6 de PARP (Poly(ADP-
ribose) polymerase) (Ha and Snyder 1999), les molécules de senyalitzacio intracel-lular claus en la
mort necrotica de receptors de mort com la quinasa RIP (receptor-interacting protein) (Holler,
Zaru et al. 2000), o bé, amb la participacio de proteases serina (Denecker, Vercammen et al. 2001).
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Figura 18. Morfologies nuclears dels processos de mort PCD. Varis detalls nuclears obtinguts per micoscopia
electronica: morfologia nuclear d’una cél-lula control (a); apoptosis-like PCD observada en b, microinjeccié d’AlF
causant la marginalitzacio de la cromatina; apoptosi classica amb compactacié de la cromatina a la periféria de ’envolta
nuclear sota les formes de “mitges llunes” (¢, imatge superior) i fragmentaci6 de la cromatina en dues esferes compactes
(¢, imatge inferior); necrosi-like PCD amb abséncia de condensacio de la cromatina en un tractament amb daunorubicina
(e) (modificat de Jaitteld, 2001).

2.2.2. Tipus de mort cel-lular no PCD: necrosi accidental

La necrosi accidental considerada com a mort cel-lular caotica i totalment descontrolada és
la concepcid oposada al terme PCD. No hi han mecanismes de senyalitzaci6 associats a I’execucio
d’aquest procés de mort cel-lular. La unica manera de prevenir el seu desencadenament és retirant
I’estimul de mort. Morfologicament, la mort necrotica s’associa amb un oedema o inflament
cel-lular amb un posterior trencament de la membrana plasmatica. L’adquisicié de la morfologia
del teixit necrotic es deu més als esdeveniments postmortem, és a dir, als produits després del
trencament de la membrana plasmatica (Leist and Jaattela 2001). Per ultim, cal remarcar que la
necrosi accidental es relaciona més amb una mort necrotica manifestada després d’exposicions
d’altes concentracions de detergents, oxidants, ionofors o d’elevades intensitats d’un insult
patologic. En aquest sentit, cal dir que en molts casos un mateix estimul de mort és capag¢ d’induir
diferents modalitats de mort depenent de la seva dosi citotoxica (Figura 19).

27



INTRODUCCIO

Toxicants

Dose

Apoptosis Necrosis

7

Autophagy

Figura 19. Morfologies nuclears de les modalitats de mort adquirides segons el grau de toxicitat de I’estimul de
mort. La mort autofagica o 1’apoptotica s’indueixen a dosis menors d’un agent citotoxic, mentres que la mort necrotica
suceeix amb dosis citotoxiques més elevades del mateix estimul de mort (font: (Orrenius, Nicotera et al. 2010)).

2.3. Ultima classificacio: recomanacions del Comité de Nomenclatura en Mort Cel-lular
(NCCD)

La gran varietat de processos de mort reportats fins ara en la literatura planteja una revisio
de les terminologies emprades fins ara. Es per aix0, que una série d’experts en mort cel-lular
constituiren el 2005 I’anomenat “Comité¢ de Nomenclatura en Mort Cel-lular” (NCCD de
Nomenclature Committee on Cell Death) amb 1’objectiu de revisar les terminologies i les
classificacions dels diferents proccesos de mort cel-lular. La seva primera classificacio es crea al
2005 i en base principalment a criteris morfologics sense fer referéncia a criteris bioquimics
(Kroemer, El-Deiry et al. 2005). Posteriorment, al 2009 el NCCD va tornar a revisar la
terminologia 1 unifica criteris tant morfologics com bioquimics en una nova classificacio dels
processos de mort cel-lular (Kroemer, Galluzzi et al. 2009). Finalment, al 2012 van establir la
darrera i actual classificacid perd en base només a criteris bioquimics (Galluzzi, Vitale et al. 2012).

2.3.1. Tipus de mort acceptats per la NCCD

La ultima classificacio dels processos de mort cel-lular feta per la NCCD té en compte les
segiients modalitats de mort:

1) Necrosi regulada
2) Autofagia

3) Anoikis

4) Entosi

5) Catastrofe mitotica
6) Parthanatos

7) Piroptosi

8) Cornificacié
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9) Netosi
10) Apoptosi independent de caspases
11) Apoptosi depenent de caspases: via extrinseca i via intrinseca

A continuacio, s’explicaren breument els diferents processos de mort cel-lulars esmentats
en aquesta darrera classificacio.

1) Necrosi regulada. Necrosi es defineix preferencialment per la NCCD com a necrosi
regulada, la qual s’oposa al concepte classic de necrosi com a procés de mort cel-lular accidental.
Només insten a utilitzar el terme accidental en aquelles morts cel-lulars amb caracteristiques
morfologiques necrotiques que es desencadenen per estimuls citotoxics extrems i que no es poden
inhibir ni a nivell genétic ni farmacologic. D’aquesta manera, entenen el concepte de necrosi
regulada com a una modalitat de mort necrotica dependent de certes molecules de senyalitzacio.
Entre aquestes destaquen les proteines quinases RIP1/RIPK1 i RIP3/RIPK3 (receptor-interacting
protein quinase) que defineixen el cas especific de necrosi regulada anomenat necroptosi (Holler,
Zaru et al. 2000; Cho, Challa et al. 2009). Necroptosi s’ha utilitzat equivocament com a sinonim de
necrosi regulada. En aquest sentit, la NCCD insta a utilitzar el terme general de necrosi regulada
davant I’especific de necroptosi, el qual només s’ha d’emprar per definir aquells casos concrets de
necrosi regulada dependents de RIP1 i/o RIP3 (Aquesta mort s’analitza més ampliament en
I’apartat 2.3.3.B. “Necroptosi”).

2) Autofagia. [’autofagia es caracteritza per una vacuolitzacid massiva del citoplasma
mitjangant la formacié de les vesicules de doble membrana anomenades autofagosomes. La
preseéncia d’aquestes vesicules de doble membrana i la de les proteines ATG (autophagy-related
genes) necessaries per la seva formacid, son els principals trets diferencials respecte a les altres
modalitats de mort cel-lular (Marino and Lopez-Otin 2004). L’autofagia s’indueix com a resposta
cel-lular a situacions extremes de manca de nutrients o dany d’organuls cel-lulars. En aquet sentit,
aquest procés de mort es pot entendre com a un mecanisme d’obtenci6é d’energia i supervivéncia
cel-lular (Lum, Bauer et al. 2005). Tot i aixi, hi han multiples evidéncies de mort cel-lular
autofagica en el context tumoral (Bursch, Ellinger et al. 1996; Saeki, Yuo et al. 2000). La NCCD
insta a utilitzar aquest terme inhibint moduladors bioquimics claus per aquesta mort (Figura 110).
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Figura 110. Mort cel-lular autofagica. La mort autofagica caracteritzada per la vacuolitzacio citoplasmatica suceeix en
resposta a condicions d’estrés cel-lular o durant el desenvolupament. L’execucié d’aquest procés cel-lular pot estar
associat al manteniment de la supervivéncia cel-lular (a) o consolidar-se com a procés de mort cel-lular (b). Tant en un
procés com en 1’altre, diversos moduladors bioquimics sén determinants en 1’execucié de 1’autofagia com ara la proteina
Vps34 (vacuolar protein sorting) com a reclutadora de proteines vacuolars i altres moduladors autofagics essencials per
la constituci6 de les vesicules tals com AMBRAL (activating molecule in Beclinl-regulated autophagy), ATGS5, ATG12 i
Beclinl (adaptat de (Galluzzi, Vitale et al. 2012).
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3) Anoikis. Anoikis es defineix com a una mort apoptotica produida a causa de la pérdua
d’adhesid en cél-lules adherents amb altre cél-lules del teixit o amb la matriu extracel-lular. La
NCCD especifica aquesta variant de mort apoptotica unicament per les cél-lules adherents i
’associa bioquimicament amb un defecte funcional de la integrina B1, una reduccié de I’expressio
del receptor EGFR (epidermal grotwh factor receptor), una inhibicié de la via de senyalitzacio
d’ERK1 (extracellular-related kinase 1) i un increment dels nivells d’expressi6 de la proteina pro-
apoptotica Bim (Reginato, Mills et al. 2003). Esmenta també que en la majoria de casos de mort
cel-lular iniciada per anoikis, la maquinaria molecular que s’executa és la de la via intrinseca.

4) Entosi. El concepte d’entosi s’introdui per definir una modalitat de mort cel-lular no
apoptotica iniciada per un procés inusual que implicava la invasié d’una cé¢l-lula dins d’una altra
descrit sota el terme descriptiu de “cell-in-cell”’(com a “cél-lula dins cél-lula”) (Figura I11). Aquest
procés s’observa amb freqiiéncia en cél-lules no fagocitiques en mostres de tumors cliniques.
Entosi també es va descriure com a un procés de mort cel-lular provocat per la pérdua
d’interaccions amb la matriu extracel-lular, pero s’acaba diferenciant d’anoikis per la no activacio
d’executors apoptotics (Overholtzer, Mailleux et al. 2007). Els requisits de la definicié d’aquesta
mort per la NCCD so6n la degradaci6 lisosomal i el fenomen d’internalitzacid cell-in-cell, els quals
son insensibles als inhibidors apoptotics (Galluzzi, Vitale et al. 2012).
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Figura 111. Etapes del procés de mort cel-lular per entosi. La cél-lula invasora (blava) envaeix (indicat per una fletxa)
una cél-lula veina (verda) per un mecanisme dependent de la proteina Rho i requerint unions adherents (blau fosc) a la
superficie de la cel-lula envaida. La cél-lula invasora s’internalitza pel fenomen “cell-in-cell” i posteriorment es pot
degradar via lisosomal (cel-lula vermella), patir divisié cel-lular (a baix a la dreta) dintre de la cel-lula hoste o bé
alliberar-se (a baix a I’esquerre) (modificat de (Yuan and Kroemer 2010)).

5) Catastrofe mitotica. La mort per catastrofe mitotica fa referéncia als casos de mort
cel-lular desencadenats per una mitosi aberrant i s’executa durant la mitosi o en la posterior
interfase. Les cél-lules que han patit aquest tipus de mort cel-lular es caracteritzen per mostrar
alteracions nuclears com la formacié de micronuclis o micronucleacioé i la multinucleaci6, les quals
s’empren com a marcadors morfologics per la deteccid6 d’aquesta mort. La formacio dels
micronuclis s’indueix per irregularitats en el procés de divisio cel-lular que acaben generant petites
estructures derivades del nucli amb cromosomes sencers o fragments cromosomics fruit de
trencaments no reparats. Per altra banda, la multinucleacio s’associa a una separacié cromosomica
deficient durant la citoquinesi. No obstant, s’han arribat a detectar trets morfologics tant apoptotics
com necrotics de forma concomitant o posterior a la multinucleacié i inclus, s’ha associat a les
aberracions mitotiques d’aquesta mort la induccio de senescéncia (Vakifahmetoglu, Olsson et al.
2008; Eom, Kim et al. 2005). Pel que fa als moduladors bioquimics s’esmenta per alguns casos
’activacié de caspasa-2 i la del supressor tumoral p53 (Vakifahmetoglu, Olsson et al. 2008; Sedic,
Poznic et al. 2008).
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6) Parthanatos. Aquestterme s’introdueix per de finir una mort que implicales ADN
polimerases PA RPs ( DNA damage-responsive en zymes poly(ADP-ribose) p olymerases)i en
particular la de PARP1. La NCCD pretén que aquest terme s’utilitzi per definir aquells casos de
mort cel-lular que es caracteritzin per una activacié temprana de PARP1 i una depleci6 d’ATP
concomitant a una degradacié de I’ADN induida per AIF (FiguraI12). R emarquen també que
aquesta modalitat de mort és independent de caspases i que possiblement representi juntament amb
la necroptosi un altre cas especific de necrosi regulada (Galluzzi, Vitale et al. 2012).
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Figura 112. Esdeveniments cel-lulars del procés de mort Parthanatos. A 1’esquerre, en condicions de reparacio de
dany a ’ADN PARP s’activa. A ladreta, siel dany és excessiui acabaimplicant una s obreactivacio d e I’ADN
polimerasa, es condueix al fenomen de mort cel-lular de Parthanatos. La citotoxicitat es dona pel cumul citoplasmatic de
la proteina PAR (poly(ADP-ribose)) i per la deplecid del cofactor NAD+ (nicotinamide adenine dinucleotide) utilitzat en
I’activacié de PARP. La baixada de NAD+ porta al seu torn a una deplecié d’ATP, i el cumul citosolic de PAR té efectes
toxics mitocondrials amb la induccié de 1’alliberament del factor mitocondrial AIF (modificat de (Andrabi, Dawson et al.
2008)).

7) Piroptosi. La piroptosi és una forma de m ort cel-lular inflamatoria desencadenada per
agents patogenics i principalment de tectada en e Is macrofags (Galluzzi, Vitale etal. 2012). La
NCCD manté la definiciéo de piroptosi com a una m ort ce l-lular dep enent exclusivament de
caspasa-1 1 associada a la produccio de les interleukines IL-1p 1 IL-18 (Figura 113).
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Figura I13. Mecanismes cel -lulars associats a la mort inflamatoria de la piroptosi. La constitucié d’un complexe
proteic a nomenat piroptosoma permet el reclutament i activacié dela caspasa in flamatoria caspasa-1. L’activacio
d’aquesta caspasa s’associa a la secreciéo de mediadors de inflamatoris com HM GBI (high mobility group box I) 1 les
interleuquines IL-1p i IL-18. PARPI també es processa de forma concomitant a 1’activaciéo de caspasa-1 enla mort
inflamatoria. S’hi han associat trets morfologics tant apoptotics, com ara la fragmentacio oligonuclesomal de ’ADN i la
condensacio de la cromatina; com necrotics, tals com ’inflament cel-lular, el trencament de la membrana plasmatica, la
formacio de vesicules menbranals i el final alliberament del contingut cel-lular (modificat de (Lamkanfi 2011)).
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8) Cornificacid. El terme de cornificacio s’introdueix per definir la mort fisiologica a la
que estan sotmeses continuament les cél-lules de la capa més externa de I’epidermis. Aquesta capa
anomenada capa cornea de I’epidermis es constitueix pels queratindcits morts anomenats

”’

“cornedcits”. La cornificacié també coneguda com a “queratinitzaci6” també es considera un
programa de diferenciacié terminal similar al qué realitzen altres tipus cel-lulars en la seva
maduracio a cel-lules sense nuclis, com ara les cel-lules de ’epiteli del cristal-li o els globuls
vermells. Bioquimicament, la cornificacié s’associa a 1’activacidé de la caspasa-14, a la sintesi
d’enzims com les transglutaminases (TG) per la catalitzacié de reaccions d’entrecreuament proteic
1 altres proteines especifiques que actuen com a substrats. Els lipids també son presents en el procés
cel-lular de cornificaci6 quedant exclosos a I’espai extracel-lular i unint-se covalentment a
proteines de la capa de la cornia per tal d’assegurar la impermeabilitat de la pell. La NCCD
estableix aquest procés de mort cel-lular com a una mort exclusiva dels queratinocits
funcionalment lligada a la generaci6 de la capa de la cornia de I’epidermis i que pot ser alterada,
encara que no suprimida, mitjancant la inhibicié de les TG o la delecio6 de la caspasa-14 (Denecker,
Hoste et al. 2007).

9) Netosi. La netosi es defineix com a una forma de mort cel-lular detectada en cél-lules
granulocitiques tals com els neutrofils i eosinofils. Aquest procés de mort es caracteritza per una
vacuolitzacié del citoplasma i per 1’alliberacié al medi extracel-lular d’unes estructures amb
activitat bactericida anomenades NETs (neutrophil extracellular traps) (Figura 114). Tot i aixi,
s’han detectat casos de netosi sense la formacié de les estructures NETs o amb la presencia
d’aquestes sense arribar a induir mort cel-lular. Les caracteristiques emprades per definir aquesta
modalitat de mort son: 1’exclusivitat del procés de mort cel-lular en cel-lules granulocitiques, la
insensibilitat a inhibidors de caspases i a I’inhibidor necroptotic especific de RIP1 (necrostatina-1),
aixi com també la dependéncia de 1’ani6 superoxid generat per NADPH oxidasa (Galluzzi, Vitale
et al. 2012).
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Figura 114. Mecanisme de formacio de les estructures NET en la mort cel-lular de netosi. (1) Un estimul
generalment infeccidés associat al parasit Toxoplasma engega el procés de generacid de les estructures NET. (2)
L’activacid de la cascada Raf-MEK-ERK aixi com també les NADPH oxidases (aqui no mostrat) estan implicades. (3)
La senyalitzacio6 cel-lular es desencadena al nucli amb I’activaci6 de I’enzim I’enzim PAD4 (peptidylarginine deiminase
4) altament expressat en les cél-lules granulocitiques i catalitzador de la hipercitrul-linacié d’histones (conversié dels
residus d’arginina a citrul-lina). (4) En conseqiiéncia, té lloc la descondensaci6é de la cromatina i la desintegracio de
I’envolta nuclear. (5) Aixo té resultat en una barreja de contingut nuclear i citosolic amb preséncia de granuls (cercles
grocs 1 vermells) que acaba constituint les estructures NET. (6) Les NET amb un ampli contingut cel-lular (cromatina
descondensada, histones i proteines bactericides) s’alliberen al medi extracel-lular per combatre 1’agent infeccios (adaptat
de (Abi Abdallah and Denkers 2012)).
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10) Apoptosi independent de caspases. L’apoptosi independent de caspases es defineix
com a una modalitat de mort apoptotica que no requereix I’activacio de les caspases (aquestes
s’expliquen en I’apartat 3. “Bioquimica de 1’apoptosi: les caspases”) i que es desencadena a partir
de la sortida al citosol de factors mitocondrials pro-apoptogenics tals com el factor inductor
d’apoptosi AIF (apoptosis-inducing factor), I’endonucleasa ENDOG o el factor HtraA2/Omi (high
temperature requirement protein A2) (aquests factors es descriuen més endavant en [’apartat
2.3.2.D. “Alliberament de factors mitocondrials pro-apotogénics™).

11) Apoptosi depenent de caspases: via extrinseca i via intrinseca. Aquestes dues vies
de mort apoptotica s’expliquen a continuacio en ’apartat segiient 2.3.2. “L’apoptosi”.

2.3.2. L apoptosi

Existeixen dues vies que condueixen a la mort apoptotica: la via extrinseca o exogena, i la
via intrinseca o via mitocondrial o altrament coneguda com a via endogena. La via extrinseca
s’inicia amb una senyal de mort externa mitjan¢ant uns receptors transmembranals anomenats
receptors de mort (DR de death receptors). En canvi, la via intrinseca s’activa per estimuls
provinents de I’interior cel-lular desencadenant una senyal de mort que convergeix a la mitocondria
(Joza, Kroemer et al. 2002).

Pel que fa a la via extrinseca, la transducci6 de la senyal apoptotica externa es desencadena
a partir de la interaccid dels DR amb determinades proteines extracel-lulars que actuen com a
lligands especifics sota el terme de lligands de mort (LD de death ligands). Tant els diferents
receptors de mort com els seus corresponents lligands, pertanyen a la superfamilia dels membres de
TNF (Tumor Necrosi Factor) (Figura I15). A conseqiiencia de la interaccio entre el lligand i el DR,
s’indueix una homotrimeritzacié del receptor degut a la preséncia dels LD en forma d’homotrimers
al medi extracel-lular (Wajant, Pfizenmaier et al. 2003). Aix0 condueix a I’activacié del DR i a
I’inici de la transduccio de la senyal apoptotica externa a la cél-lula.

Els receptors DR presenten un domini intracel-lular en la part C-terminal que constitueix el
domini de mort DD (death domain) determinant pel reclutament d’unes proteines adaptadores
(Boldin, Mett et al. 1995; Chinnaiyan, O'Rourke et al. 1995). Aquestes proteines contenen també el
domini DD i I’anomenat domini efector de mort DED (death effector domain). La preséncia del
DD en les proteines adaptadores permet la seva interaccio amb els DR i la del domini DED reclutar
les caspases iniciadores en la forma inactiva de pro-caspasa (les caspases s’expliquen més endavant
en I’apartat 3. “Bioquimica de ’apoptosi: les caspases”) . En concret es recluten la pro-caspasa-8 o
-10 que també contenen el domini DED per poder interaccionar amb les proteines adaptadores. El
complexe proteic resultant d’aquesta activacido dels DR ¢és I’anomenat DISC (death inducing
signalling complex). La constitucié del DISC és essencial pel seguiment de la transmissid de la
senyal apoptotica externa a l’interior de la cel-lula. Cal afegir, que segons el tipus de DR les
moléecules adaptadores presents en la constitucié del DISC son diferents. Entre les més conegudes
destaquen FADD (Fas-associated DD) i TRADD (TNFR-associated DD). Els receptors Fas, DR4 i
DRS s’uneixen normalment a FADD, i TRADD es recluta en gran mesura pels receptors TNFRI,
DR3 i DR6 (Chinnaiyan, O'Rourke et al. 1995; Chaudhary, Eby et al. 1997; Hsu, Xiong et al. 1995;
Lavrik, Golks et al. 2005). En el cas, pero, de TRADD, aquesta no interacciona de forma directa
amb les caspases iniciadores degut a qué no disposa del domini DED. En conseqiiéncia, TRADD
requereix de la preséncia d’altres molécules adaptadores com FADD que li permetin aquesta
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interaccié (Micheau and Tschopp 2003). Posteriorment a la formacié del DISC, la pro-caspasa
iniciadora 8 o 10 s’activa per autoproteolisi obtenint la forma activa de la caspasa com a caspasa-8
o caspasa-10 en un heterotetramer de dues subumitats petites i dues subumitats grans. Un cop
activades les caspases iniciadores, aquestes activen les caspases efectores caspasa-3, -6 i -7.
L’activacio de les procaspases efectores es duu a terme a través d’un processament especific just
després dels seus residus d’acid aspartic. Les caspases efectores acaben d’executar la senyal
apoptotica a través de 1’escissio especifica de miltiples substrats que permeten a la cél-lula adquirir
les diferents caracteristiques morfologiques i bioquimiques apoptotiques per tal de contribuir al
desmantellament final cel-lular (Cryns and Yuan 1998). Les cél-lules que desencadenen aquest
tipus de senyalitzacié apoptotica es consideren cél-lules de tipus I (Scaffidi, Fulda et al. 1998). No
obstant, la transduccié de la senyal apoptotica extrinseca es pot amplificar a través del
processament de la proteina apoptotica Bid per part de la caspasa-8 generant el fragment tBid
(truncated Bid). Aquest fragment indueix una permeabilitzacid6 de la membrana externa
mitocondrial (MOMP) (veure apartat 2.3.2.A. “La mitocondria com a organul clau durant
I’apoptosi”). Aquest fenomen permet amplificar la senyal apoptotica conduint a I’activacié de la
pro-caspasa iniciadora 9, la qual activa les caspases efectores (Figures 116 i 118). Les cel-lules
apoptotiques que pateixen aquest darrer tipus de transduccié de senyal es consideren cel-lules de
tipus II (Scaffidi, Fulda et al. 1998).
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Figura 115. Receptors de mort i els seus lligands. En humans, s’han caracteritzat 6 receptors DR pertanyents a la
superfamilia TNFR: TNFR1 o TNFRSF1A, CD95 també conegut com a Fas, APO-1 o TNRSF6, DR3 o TNFRSF12,
DR4 anomenat també TRAILR1 o TNFRSF10A, DRS5 o altrament conegut com a TRAILR2 o TNFRSF10B, i DR6 o
TNFRSF21. Els respectius lligands actualment coneguts son: TNFa pel receptor TNFR1, CD95 o FasL (Fas ligand) pel
receptor CD95, TL1A o més conegut com a VEGI (Vascular Endothelial Growth Inhibitor) per DR3, TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand) per DR4 i DRS, i N-APP (amino-terminal fragment of amyloid precursor protein) per
DRG6. Els decoy receptors (DcRs) també hi son representats com a membres de la siperfamilia TNFR deficients en la
induccid de la senyal apoptotica extrinseca i competidors amb els receptors DR en la seva uni6 al lligand. DcR1 i DcR2
poden competir amb DR4 i DRS per unir-se a TRAIL, com també ho fa el receptor soluble de la osteoprotegerina pero
amb menor afinitat. DcDR3 competeix a nivells dels lligands respectius dels receptors DR de Fas i DR3 (revisat en
(Gonzalvez and Ashkenazi 2010)).

Alternativament, la senyal apoptotica extrinseca també es pot internalitzar a través dels
anomenats “receptors depenents” (Figura 116). Entre aquests destaquen els receptors de netrina
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com els receptors UNC5A-D i DCC (deleted in colorectal carcinoma). Aquests receptors
desencadenen només una senyalitzaci6 letal en abséncia del seu lligand de netrina-1 o bé, quan la
concentracié d’aquest esta per sota d’un determinat llindar que la cél-lula considera critic (Llambi,
Causeret et al. 2001). En el cas del receptor DCC, la transducci6 de la senyal apoptotica extrinseca
es desencadena a través de la proteina adaptadora DRAL. Aquesta recluta a proteines com TUCAN
o NALP1 que per mitja del seu domini CARD interaccionen amb la pro-caspasa-9 (Mille, Thibert
et al. 2009). La constitucié d’aquest complexe proteic permet 1’activacio de la caspasa-9, la qual
activa les caspases efectores. Pel que fa al receptor UNC5B, aquest desencadena la seva senyal a
través de la fosfatasa PP2A (protein phosphatase 2A4), la qual defosforila i activa la quinasa
DAPKI1 (death-associated protein kinase 1) (Guenebeaud, Goldschneider et al. 2010)
(Guenebeaud, Goldschneider et al. 2010). L’activacio de DAPK1 s’ha associat a 1’activacid de les
caspases efectores de forma directa o a través de la permeabilitzacié de la membrana externa
mitocondrial (Figura 116).
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Figura 116. Receptors de la via extrinseca: receptors de mort i receptors depenents. Es mostra el receptor de Fas
com a exemple de via extrinseca apoptotica iniciada per un receptor DR i els receptors DCC i UNC5B com a exemples
de receptors dependents iniciadors també de la via extrinseca apoptotica (revisat en (Galluzzi, Vitale et al. 2012)).

Pel que fa a la via intrinseca o mitocondrial, aquesta es desencadena igual que 1’apoptosi
extrinseca pero sense la implicacid dels receptors de mort i els receptors depenents. La maquinaria
cel-lular és la mateixa que la via extrinseca pero a partir dels mecanismes de senyalitzacio que
s’inicien en la mitocondria (Figura I18). La via intrinseca s’anira explicant més en detall al llarg
d’aquest apartat.
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2.3.2.A. La mitocondria com a organul clau durant I’apoptosi

La implicacié de les mitocondries en la regulacié de I’apoptosi es reconegué per la detecciod
de canvis funcionals de 1’organul en les etapes inicials de 1’apoptosi (Vayssiere, Petit et al. 1994).
Sén diverses les senyals internes de mort cel-lular que poden desencadenar I’inici de la via
intrinseca. En concret, la senyalitzacio interna que arriba a la mitocondria s’associa a estrés o
citotoxicitat cel-lular i consisteix en estimuls intrinsecs tals com el dany a I’ADN, estrés oxidatiu,
sobrecarrega de calci citosolica, estrés reticular o, inclas, 1’accié de farmacs quimioterapeutics. En
conseqiiéncia, es desencadena el fenomen de la permeabilitzacié de la membrana mitocondrial
externa, el qual permet iniciar la propagacié de la senyal apoptotica intrinseca a la ce¢l-lula
(Galluzzi, Vitale et al. 2012).
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Figura 117. Mecanismes bioquimics de permeabilitzacié de la membrana externa mitocondrial en la induccié de la
via intrinseca. En condicions fisioldogiques, la mitocondria mostra un alt potencial transmenbranal mitocondrial, manté
les proteines pro-apoptotiques de la familia Bcl-2 en el seu estat inactiu (solubles al citoplasma en el cas de les proteines
Bax i Bid o ancorades a la membrana mitocondrial externa en el cas de Bak) i el porus o megacanal mtiocondrial PTPC
(permeability transition pore complex) executa I’intercanvi de metabolits entre el citosol 1 la matriu mitocondrial a partir
del seu “parpalleig” (flickering) estrictament regulat. En I’estat fisiologic també, I’enzim citosolic de la hexoquinasa
(HK) i la proteina ciclofilina D (CypD) inhibeixen per interaccié el complex PTPC en el seu estat transitori d’obertura a
la induccid de la permeabilitzacié de la membrana externa mitocondrial. Conseqiientment, en condicions apoptotiques
aquest fenomen porta a 1’alliberament de les proteines de 1’espai intermembarnal mitocondrial (IMS) al citosol per la
final execucié de I’apoptosi intrinseca. La permeabilitzaci6 mitocondrial pot succeir per diverses vies. (1)
Desestabilitzaci6 lipidica de la membrana mitocondrial amb la conseqiient formaci6 de porus. (2) Obertura permanent de
PTPC associat a la seva peérdua d’interaccions amb HK i CypD seguit per I’inici d’una pérdua del potencial
transmembranal mitocondrial i un desequilibri osmotic que porta al inflament de la matriu mitocondrial. Degut a una
major superficie de la membrana interna mitocondrial a la de la membrana externa, 1’inflament mitocondrial acaba amb la
ruptura de la membrana mitocondrial externa. (3) Membres pro-apoptotics de la familia Bcl-2 son activats i translocats
del citosol a la membrana externa i pateixen canvis comformacionals per interaccionar amb components de PTPC. (4)
Les proteines po-apoptotiques de la familia Bcl-2 també poden alternativament oligomeritzar-se directament a la
membrana externa mitocondrial (adaptat de (Kroemer, Galluzzi et al. 2007)).

Existeixen multiples mecanismes de permeabilitzacié de la membrana externa mitocondrial
(Figura 117). No obstant, independentment dels mecanismes bioquimics de permeabilitzacio,
aquest fenomen ¢€s irreversible i es desencadenen el mateix tipus de conseqiiencies letals per la
cél-lula. La més important és 1’alliberament de proteines pro-apoptotiques des de [’espai
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intermembranal mitocondrial al citosol (Patterson, Spahr et al. 2000). Les proteines pro-
apoptotiques que es poden alliberar al citosol son: el transportador d’electrons citocrom C (CytC),
SMAC (second mitochondria-derived activator of caspases) o altrament anomenada DIABLO
(direct IAP-binding protein with low pl), els quals promouen 1’activacio de les caspases; el factor
inductor d’apoptosi AIF (apoptosis-inducing factor) o I’endonucleasa G (ENDOG), que actuen
principalment de forma independent a les caspases; o el factor HTRA2 o Omi (high temperature
requirement protein A2) que també pot promoure 1’activacio de les caspases o bé, actuar de forma
independent a aquestes (Van Loo, Demol et al. 2002; Verhagen, Ekert et al. 2000; Susin, Lorenzo
et al. 1999; Li, Luo et al. 2001; Verhagen, Silke et al. 2002). L’activacio de les caspases en el cas
de citocrom c s’aconsegueix a través de la constitucid del complex proteic anomenat apoptosoma,
mentre que SMAC/DIABLO i HTRA2/Omi, la indueixen per mitja de la inhibici6 de les
anomenades proteines inhibidores d’apoptosi IAPs (inhibitors of apoptosis protein) (Li, Nijhawan
et al. 1997; Chai, Du et al. 2000; Du, Fang et al. 2000; Yang, Church-Hajduk et al. 2003;
Srinivasula, Gupta et al. 2003) (Figura [18). Tots aquests factors mitocondrials s’expliquen més en
detall en I’apartat 2.3.2.D. “Alliberament de factors mitocondrials pro-apotogénics”.

Per altra banda, destaquen altres esdeveniments cel-lulars que es desencadenen a partir de
la permeabilitzacié6 de la membrana externa mitocondrial com ara: la disminucié del potencial
transmembranal mitocondrial, I’aturada de sintesi d’ATP i la inhibicié del transport electronic
mitocondrial. Aquesta ultima resulta en una sobreproduccié de ROS que afavoreix ’actuacio dels
processos d’estres oxidatiu com a estimul intrinsec mitocondrial (Ricci, Munoz-Pinedo et al. 2004).
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Figura 118. Model de la via intrinseca. En resposta a condicions d’estrés intracel-lular, es genera una senyal de mort
que convergeix a la mitocondria i desencadena el fenomen de permeabilitzacié de la membrana externa mitocondrial
(MOMP). En conseqiieéncia, tenen lloc diferents esdeveniments cel-lulars com la perdua del potencial transmembranal
mitocondrial, I’aturada de sintesi d’ATP, el desacoblament de la cadena respiratoria amb la conseqiient generacié de ROS
i en ultim grau, 1’alliberament al citosol de les proteines contingudes a 1’espai intermembranal mitocondrial (IMS). Entre
aquestes, citocrom c¢ (Cyt C) juntament amb la proteina APAF1 (apoptotic protease-activating factor 1), la molécula
dATP i la pro-caspasa 9 constitueixen el complexe proteic apoptosoma per desencadenar I’activacié de caspasa-9.
Caspasa-9 activa a caspasa-3 i1 s’amplifica, aixi, la cascada proteolitica de caspases efectores. SMAC/DIABLO i
HTRA2/Omi aconsegueixen ’activacio de caspases per la interaccio i/o degradacio de les IAPs. AIF i ENDOG actuen de
forma caspasa independent i migren al nucli per induir la fragmentacié de I’ADN. HTRA2/Omi també pot contribuir en
I’apoptosi intrinseca independent de caspases a través del processament de varies proteines del citoesquelet (adaptat de
(Galluzzi, Vitale et al. 2012)).
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2.3.2.B. Senyals apoptotiques intrinseques
2.3.2.B.1. Estrés oxidatiu
2.3.2.B.1.1. Generalitats

El fenomen cel-lular d’estrés oxidatiu es desencadena per un desequilibri a favor de
I’excessiva produccio d’espécies reactives de 1’oxigen (ROS), davant la incapacitat del sistema
biologic per realitzar una detoxificacio cel-lular eficient d’aquestes molécules. Els ROS tal i com el
seu nom original indica (reactive oxygen species) inclouen totes aquelles molécules derivades del
metabolisme de I’oxigen altament reactives pel seu estat quimic intermediari oxidant. La
susceptibilitat de reaccido d’aquestes especies fa que facilment esdevinguin un mecanisme de
toxicitat cel-lular (Fridovich 1978; Orrenius 2007). La majoria dels ROS son productes de la
cadena respiratoria mitocondrial. Malgrat el transport electronic mitocondrial és altament eficient,
el 1-2% d’electrons poden en una reduccié incompleta de 1’oxigen generar 1’espécie reactiva de
I’ani6é superoxid (O,"). La fallada del transport electronic es detecta principalment a nivell dels
complexes mitocondrials I 1 IIT (Liu, Fiskum et al. 2002; Wei, Scholes et al. 1981). No obstant, la
mitocondria no €s I’inic organul associat a la produccié de ROS, I’anié superoxid també es pot
generar en un ineficient transport electronic de la membrana nuclear i del reticle endoplasmatic. La
generacié d’O,” extramitocondrial, pero, no s’indueix unicament des d’un transport electronic.
Multiples enzims també s’associen a la producci6 d’O,” no mitocondrial. La proteina
transmembranal NADPH oxidasa o més coneguda com a Nox i els enzims de la familia P450
localitzats preferentment en zones proximes al reticle endoplasmatic, son alguns dels exemples
d’altres fonts productores d’O,” no mitocondrials. Per altra banda, O,” també es pot produir a partir
d’alguns processos bioquimics com el metabolisme oxidatiu de 1’acid araquidonic a través de les
seves vies enzimatiques de lipoxigenasa i cicloxigenasa (Cross and Jones 1991). No obstant, els
ROS també inclouen altres espécies reactives oxidants tals com el peroxid d’hidrogen (H,O,) i
I’ani6é hidroxil (OH"). La principal font de H,O, descrita s’obté a partir de 1’accié de 1’enzim
superoxid dismutasa (SOD), el qual genera H,0, utilitzant I’ani6 superdxid com a substracte. En
canvi, el radical hidroxil es genera a través de les reaccions de Haber-Weiss i Fenton catalitzades
pels ions de coure i ferro (Figura 119). No obstant, 1’ani6 superoxid i el peroxid d’hidrogen tenen
menor reactivitat quimica que el radical hidroxil. Inclus, alguns autors en certes patologies
consideren aquest radical com al responsable directe de la major part del dany oxidatiu (Halliwell,
Gutteridge et al. 1985).
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Figura I119. Mecanismes cel-lulars de generacié de radicals o xidants. Les espécies reactives de 1’oxigen tals com
H,0,, O;,” 1 OH, es generen en les cél-lules per diferents mecanismes. O, es pot generar a la mitocondria per una pérdua
d’electrons en la cadena del transport electronic mitocondrial o per enzims no mitocondrials com la N ADPH citocrom
P450 reductasa, la hipoxantina o xantina oxidasa, la NADPH oxidasa, la lipoxigenasa o la ciclooxigenasa. O,” es pot
convertir a H,O, per I’enzim superoxid dismutasa. H,0O, es redueix a H,0 a través dels enzims de detoxificacié cel-lular
com la catalasa, la glutatié (GSH) peroxidasai la tioredoxina (T RX) p eroxidasa. GSH reductasai TRX reductasa en
presencia del cofactor NADPH permeten regenerar la forma reduida de GSH (GSH) a partir de la forma oxidada (GSSG),
i la forma reduida de TRX (TRX (red)) a partir de la forma oxidada (TRX (ox)) respectivament. H,0O, tamné pot produir
el radical OH™ a través de les reaccions de Fenton i Haber-Weiss. Les radiacions vy i ultravioleta (UV) s6n també capaces
d’induir a la formacié de totes aquestes espécies reactives de 1’oxigen (modificat de (Kamata and Hirata 1999)).

2.3.2.B.1.2.Citotoxicitat cel-lular: oxidacid de proteines, lipids i ADN

El dany cel-lular desencadenat per la sobreproduccio de ROS en el fenomen d’estres
oxidatiu inclou principalment I’oxidaci6 de proteines, lipids i ADN.

La principal diana oxidativa de les proteines son els grups tiols (R-SH) presents en els
residus de cisteina. En condicions d’estrés oxidatiu, 1’oxidacié6 no controlada d’aquests grups
esdevé un m ecanisme rellevant de citotoxicitat ¢ el-lular, do nat qu e el s eues tatr edox és
determinant en la regulacio de multiples funcions de senyalitzacio. L’alteracié d’aquestes funcions
per accio dels ROS en proteines es pot de sencadenar per diferents vies: ox idacions directes en
residus de cisteina del centre ac tiu, formacio de ponts disulfur intra o intermoleculars e ntre 1 es
diferents formes oxidatives, sovint donant lloc a processos d’agregacio proteica, o bé oxidacions de
cisteines distants del centre actiu perd determinants en la regulacié d’un mecanisme d’activacid
al-lostéric (Figura [20). No obstant, I’oxidacio dels grups tiols de les cisteines es pot revertir per
agents reductors tals comel D TT ( dithiothreitol) ie1G SH ( glutathione). O xidacions, pero,
addicionals a I’inicial grup tiolat de les cisteines son irreversibles, pel que aquestes proteines poden
esdevenir definitivament inactives incliis en un ambient reduit (Giles, Tasker et al. 2001).

Draltra banda, els ROS també poden reaccionar amb el grup funcional tioéster (R-S-R)

present als residus de metionina . La modificacié funcional oxidativa per aquest residu és reversible
1 pot afectar a 1’activitat biologica de la proteina (Carp, Miller et al. 1982).
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Els lipids poden patir també oxidacié en 1’anomenat procés de peroxidacié lipidica, el qual
danya les membranes cel-lulars (Figura 124). Les principals dianes son els acids grassos
poliinsaturats per la preséncia de multiples dobles enllagos susceptibles de reaccionar amb els
radicals lliures oxidants (Novo and Parola 2008).
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Figura 120. Exemples de mecanismes de modulacié oxidativa funcional en proteines de senyalitzacié. Es mostren
diferents exemples de mecanismes d’oxidacio dels residus de cisteina en proteines de senyalitzacio determinant el seu
estat final d’activitat segons si I’ambient cel-lular és reduit o oxidat. 1) MEKK1(mitogen-activated protein kinase kinase
kinase 1), pateix una oxidaci6 del grup tiol (-SH) d’un residu de cisteina en el domini d’unié a ATP. La seva oxidaci6 (-
SOx) interfereix en I’activitat de la quinasa. 2) L’activitat quinasa és inhibida a través de la interaccid amb proteines
sensibles a un ambient oxidatiu. L’oxidacié d’aquestes proteines inhibidores permet la dissociaci6 del complexe i la final
activacio de la quinasa, sent el cas de les quinases ASK (apoptosis signaling kinase) i SAPK/INK (stress activated
protein kinase)/ (jun N-terminal kinase). 3) L’oxidacié d’un residu de cisteina a prop del lloc fosforilacié (-P) de la
proteina incrementa la susceptibilitat de reaccid de les fosfatases (PPase) portant a la inactivacioé de la proteina PKA
(protein kinase A). 4) Factors de transcripcio inactius deguts a una oxidacié de residus de cisteina en els seus dominis
d’unié a I’ADN (font: (Cross and Templeton 2006)).

El dany oxidatiu més agressiu, pero, és en I’ADN. Els ROS s6n potencialment mutagénics
degut a la seva alta reactivitat amb aquesta molécula biologica. El radical hidroxil és la principal
espécie reactiva oxidativa per I’ADN i les seves alteracions inclouen des de trencaments de I’ADN
1 addici6 de dobles enllagos, a oxidacions de les purines i pirimidines i unions irreversibles entre
I’ADN i les proteines. L’ADN en replicacid és el més vulnerable a 1’oxidaci6, donada la seva
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manca de proteccido amb les histones i el seu menor estat de compactacid. En aquest sentit, la
toxicitat dels ROS és major en aquells tipus cel-lulars amb una taxa proliferativa més alta. Si el
dany oxidatiu de I’ADN no es repara, s’afavorird a la mutagenesi i a la inestabilitat genética podent
donar lloc a processos cancerigens (Dizdaroglu 2012). Per altra banda, I’ADN mitocondrial també
¢s bastant susceptible al dany oxidatiu, donada la manca d’una proteccidé proteica i la seva
proximitat a la cadena de transport electronic (Orrenius 2007).

2.3.2.B.1.3. Mecanismes d’activacid de la via intrinseca per ROS

Els ROS so6n una de les principals senyals d’estrés mitocondrial claus en la induccio6 de la
permeabilitzacié de la membrana mitocondrial externa a través de I’obertura del porus de
permeabilitat mitocondrial PTPC (permeability transition pore complex). Diferents mecanismes
s’associen a I’obertura del megacanal a través de ROS. El més rellevant és 1’oxidacié de tiols del
translocador ANT (Adenine Nucleotide Tanslocator), la qual genera reaccions d’entrecreuament
(cross-linking) d’aquests grups. El translocador acaba patint canvis comformacionals que porten a
una conseqiient obertura del megacanal (Costantini, Belzacq et al. 2000). Altres oxidacions en els
grups tiols de proteines de membrana mitocondrials també poden induir 1’obertura del porus PTPC.
En conseqiiencia, la permeabilitzacié mitocondrial induida per ROS es pot evitar per agents
reductors tals com el DTT (Fagian, Pereira-da-Silva et al. 1990; Valle, Fagian et al. 1993).

D’altra banda, els ROS poden induir la permeabilitzacié mitocondrial a través de 1’oxidacio
directa de molécules com el donador d’electrons NADPH, clau en I’execucié de la respiracid
mitocondrial, o bé de les proteines mitocondrials aconitases. La inactivacid oxidativa d’aquestes
proteines de sulfur de ferro (Fe-S) s’associa a un alliberament de ferro i peroxid d’hidrogen, els
quals son favorables per la generacid del radical hidroxil mitjangant la reaccié de Haver-Weiss i
Fenton (Orrenius 2007). El radical hidroxil amb capacitat també oxidativa dels grups tiols de les
proteines del porus, pot promoure, a més, la permeabilitzaci6é de la membrana mitocondrial a través
de la peroxidacio lipidica (Chen, Bertrand et al. 1995). Modificacions oxidatives de 1’ambient
lipidic mitocondrial poden activar la via intrinseca a través de la induccio directa de 1’alliberament
de citocrom c. L’oxidacié de la cardiolipina, lipid de la membrana interna mitocondrial i al qual
normalment citocrom c¢ s’hi troba unit, porta al trencament de les seves interaccions. En
conseqiiéncia, citocrom ¢ s’acaba alliberant a través de porus lipidics mitocondrials creats per la
desestabilitzacié oxidativa de la membrana externa (Kagan, Tyurin et al. 2005). Per ultim, la
permeabilitzacié de la membrana mitocondrial també es pot afavorir per 1’oxidaci6 directa de
I’ADN mitocondrial. Aquesta, en conseqiiéncia, afecta a la sintesi de proteines essencials pel
transport electronic i a la generacié d’ATP (Orrenius 2007).

2.3.2.B.1.4. Processos de detoxificacio cel-lular

El sistema antioxidant de la cél-lula es constitueix tant per mecanismes enzimatics com per
molécules no enzimatiques. Sistemes enzimatics com la catalasa, la superoxid dismutasa (SOD), la
glutatié peroxidasa (Gpx) i la tioredoxina peroxidasa (TPx), son determinants en la directa
detoxificacio de ROS (Figura 119). La conversio de 1’ani6 superoxid a peroxid d’hidrogen per SOD
pot ser seguida de 1’acci6 antioxidant dels altres enzims. El peroxid d’hidrogen pot ser llavors
neutralitzat en forma d’aigua per qualsevol dels altres enzims. Les molécules no enzimatiques
també tenen un paper determinant en la detoxificacio cel-lular de ROS. Entre aquestes destaquen el
glutatié (GSH) i molécules amb també caracter antioxidant com les vitamines C i E.

42



INTRODUCCIO

GSH (L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine), com a tripéptid constituit pels residus de glicina,
cisteina i glutamat, és la principal defensa no enzimatica de la cél-lula, ja que hi és present en
concentracions de 1’ordre milimolar. La seva acci6 antioxidant esr ealitza principalment ala
mitocondria, on es transporta després de la seva sintesi citosolica. La funcio, pero, més rellevant
d’aquesta molécula, és el manteniment dels grups tiols de les proteines en preséncia de les espécies
reactives de I’oxigen. GSH pot formar ponts disulfur reversibles amb les proteines constituint, aixi,
ponts disulfur mixtes (proteina-SSG) en ’anomenada reaccié de glutationilitzacio o glutatiolacio
(Figura I121). L’addicié de la molécula reductora en aquesta reaccid ¢és el principal mecanisme de
detoxificacio del GSH, donat que evita modificacions oxidatives irreversibles dels grups tiols en
condicions d’estrés oxidatiu intens. A més a més, GSH és també determinant en la reduccid de la
glutaredoxina ( Grx), el responsable bioquimic de revertir la glutationilitzacio i, per tant, essencial
en la recuperacio6 de I’estat proteic inicial superat I’estimul del dany oxidatiu (Gallogly and Mieyal
2007). La forma reduida de GSH (GSH), pero, també és substrat en la reaccié de detoxificacio de
directa de peroxid d’hidrogen executada per la GSH peroxidasa (Figura I20). A questa reaccio
implica la pr oduccio de la forma oxidada del g lutatio6 G SSG, pel q ue unar atio ba ixa de 1
GSH/GSSG serveix d’indicador d’estrés oxidatiu (Schafer and Buettner 2001). Pert ant,1a
regeneracio de la forma reduida del GSH s’exigeix per I’0ptim manteniment del mecanisme de
detoxificacio. En aquest sentit, els nivells de GSH es poden recuperar de nou a través de la GSH
reductasa utilitzant NADPH com a cofactor (Figura 119 1 121).

S.
Protein-S5G GHH: GSSG NADPH
SH
GSH
reductasa
SSG
PFCI'TE'iI"I-SH GHK: GSH Y MNADP+
SH

Figura 12 1. Mecanisme de d esglutionilitzacié e n la p roteccié a ntioxidant d el GSH e n proteines. La p roteina
glutationilitzada per GSH (protein-SSG) recupera el seu estat inicial tiolic (protein-SH) reaccionant amb la forma reduida
de GRx (GRx-SH). Aquesta ¢és regenerada al seu torn per GSH que actua com a s ubstracte. La forma oxidada de GSH
(GSSG) és de nou re generada a la reduida (GSH) a través de la GSH reductasa (modificat de (Gallogly and M ieyal
2007)).

Malgrat 1’agent cel-lular reductor GSH esdevingui un potent antioxidant tiolic, existeixen
agents quimics reductors també capacos d’inhibir 1’oxidaci6 dels grups tiols de les proteines tals
com el DTT (dithiothreitol) i NAC (N-Acetylcysteine). DTT com agent reductor permeable al a
cel-lula conté dos grups tiols que li permeten realitzar reaccions de bescanvi dels ponts disulfur
(Figura 122). L antioxidant té la capacitat d’estabilitzar les proteines amb grups tiols i, al seu torn,
afavorir 1’accio antioxidant de biomolécules amb també grups tiols com és el cas del GSH. Per altra
banda, el DTT també és capag d’interaccionar i reaccionar de forma directa amb el radical hidroxil
i el peroxid d’hidrogen (Hualei 2003).
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Figura I22. Mecanisme antioxidant del DTT en el manteniment dels grups tiols de les proteines. A) L’oxidaci6 de
dos grups tiols propers (RSH) doéna lloc a la formacié de ponts disulfur (RSSR). B) L’agent reductor DTT (DTT red) és
capag re duir aquest enllag p er dues reaccions de re duccio se qiiencials que p ermet restablir els dos grups tiols de la
proteina al seu estat inicial (RSH) (modificat de (Hualei 2003)).

NAC té un caracter d’actuaci6 antioxidant a diferents nivells (Figura 123). Per una banda,
té un efecte directe en el radical hidroxil i el peroxid d’hidrogen en la seva reduccié a aigua i
d’altra banda, contribueix en el m anteniment del s grups tiols de les pr oteines ac tuant com a
precursor de sintesi de la molécula GSH (Cotgreave and Moldeus 1987; Moldeus, Cotgreave et al.
1986; Ueno, Yamada et al. 2011).

OXIDATIVE STRESS [ I— GSH - NAC

| Direct interaction with H.0, OH
ROS | NAC

Figura I23. Actuacié antioxidant de NA C. NAC pot inhibir I’efecte de dany oxidatiu de ROS per interacci6 directa
amb peroxid d’hidrogen i el radical hidroxi o estimulant la sintesi de GSH afavorint aixi, 1’acci6 detoxificadora de 1’agent
reductor (modificat de (Sadowska 2012)).

Existeixen també formes quimiques de les molécules antioxidants de 1 a vitamina C 1 la
vitamina E. Aquests compostos quimics realitzen la funcio antioxidant d’aquestes vitamines, la
qual consisteix principalment en la prevencio de la peroxidacio lipidica (Traber and Stevens 2011).
Aquest efecte es deu a la capacitat que tenen aquests antioxidants d’interceptar els radicals lipidics
intermediaris produits durant el fenomen de per oxidacio lipidica (Figura 124). Entre les diferents
formes quimiques de les vitamines C i E destaquen: I’acid ascorbic (AA) com a forma quimica de
la vitamina C, a-tocopherol (TCP) com a forma quimica de la vitamina E, i Trolox (TRO) com a
analeg d’aquesta ultima. L’activitat antioxidant de la vitamina C, a més, es basa en la interaccid
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directa de les espécies reactives de 1’oxigen i en la regeneracio de la forma reduida de la vitamina E
(Novo and Parola 2008).

. LPO / 02\
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Figura 124. Mecanismes antioxidants de la vitamina C i E durant el fenomen de p eroxidacio lipidica (LPO). La
cadena en reaccido LPO (passos 1 i 2) és iniciada per espécies de radicals lliures (R¢) que converteixen la forma lipidica
reduida (LH) en la forma oxidada (LOO¢*) que ataca un altre LH per generar de nou radical lipidic (L¢). La propagaci6 de
la reaccié LPO pot ser finalitzada amb la vitamina E o derivats (pas 3 amb a-Tocopherol (TocH) com a derivat). El
radical tocopherol (Toce) és regenerat de nou a la seva forma reduida (TocH) per la vitamina C o derivats (aqui és mostrat
I’acid ascorbic (AscH)). La reduccié de Toce per AscH implica la generacid del radical lliure de I’acid (Asce). Asce és de
nou també regenerat a la seva forma reduida (AscH) a través de la reduccié de la molécula dehydroascrobat (DHAsc)
(pas 4) utilitzant I’enzim DHAsc reductasa depenent de GSH (aqui indicat com a GSH en pas 5). AscH addicionalment a
la regeneracio de TocH, també pot interaccionar amb les espécies de radicals lliures del principi Re abans que es
desencadeni el fenomen LPO (modificat de (Traber and Stevens 2011)).

2.3.2.B.2. Dany genotoxic per agents intercalants

Els compostos genotoxics es caracteritzen per induir un dany a ’ADN que, en cas de ser
irreparable, acaba activantla via intrinseca o mitocondrial. Enel cas dels agents intercalants,
I’afectacié a I’ADN es realitza de forma directa per intercalacio de 1es bases ni trogenades. La
capacitat d’inserci6 d’aquests agents a les bases nitrogenades de I’ADN s’associa a la preséncia
d’un cromofor heterociclic aromatic en I’estructura d’aquests compostos. Durant la interaccid de
I’ADN, I’intercalant s’introdueix entre dos parells de bases nitrogenades consecutives de la doble
helix (Berman and Young 1981). La formacié del complexe usualment és reversible i implica varis
tipus d’interaccions no covalents en la insercido perpendicular del compost. Destaquen forces
interactives com els ponts d’hidrogen, interaccions hidrofobiques, electrostatiques i forces de tipus
van der Waal’s com a més predominants. La preséncia d’enllagos covalents en la interaccio de
I’ADN només es mostra en intercalants com el cisplatii els seus derivats, on la unié a I’ADN és
llavors irreversible (Martinez and Chacon-Garcia 2005) (Figura 125).

Cal dir, que la interaccio dels intercalants a I’ADN indueix canvis estructurals a nivell de
desenrotllament, | largada irigidesa de la doble helix q ue poden implicaralseutorn canvis
funcionals. La constitucid del com plexe i ntercalant-ADN implica t ambé la pr esénciadel a
topoisomerasa IIi la seva desestabilitzacio es relaciona amb una major activitat genotoxica del
compost. No obstant, el dany genotoxic es desencadena principalment per la citotoxicitat derivada
en la inhibici6 de 1’accid de la topoisomerasa Il (Baguley 1991). Malgrat la citotoxicitat produida
en conjunt per aque st complexe t ernari, e s poden donar m ecanismes de resisténciaa aquesta
citotoxicitat associats a: la naturalesa intrinseca del compost per una ineficient absorcié o activacio
del farmac o bé, a la capacitat de la cél-lula en reparar el dany induit pel farmac per un increment
d’expressid d’enzims reparadors de I’ADN (Stordal and Davey 2007).
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Entre els diferents tipus d’agents d’uni6 a I’ADN, cal dir que, a part dels esmentats agents
intercalants, existeixen compostos que interaccionen amb I’ADN a través de la seva unio especifica
al solc menor, o de forma menys freqiient, al solc major de I’ADN (Lerman 1961; Martinez and
Chacon-Garcia 2005) (Figura 125). A més a més, hi han diferents treballs que tracten d’associar
aquests efectes especifics d’uni6 a ’ADN amb la condensaci6 i la fragmentacio de la cromatina.
Tot i aixi, els pocs casos reportats en I’analisi d’aquest camp, relacionen una abséncia de la
condensacio de la cromatina amb agents d’unié al solc menor. Pel que fa a la fragmentacio
oligonucleosomal, aquesta s’ha relacionat amb agents que presenten propietats intercalants a
I’ADN (Widlak, Palyvoda et al. 2002).

Cal esmentar, que una gran varietat de families de compostos presenten propietats
intercalants i que aquests s’utilitzen pel disseny de gran quantitat d’analegs farmacologics. Entre
aquestes families s’inclouen les acridines, els acaloides, les antraciclines, les antracenediones, els
arilaminoalcohols, les cumarines, els indols, les fenantridines, les quinolines i les quinoxalines.
Varies d’aquestes families, com ara la dels indols, les quinolines i les acridines, inclouen
compostos intercalants com a també potents inhibidors de la topoisomerasa I (Twelves, Gardner et
al. 1999; Ohyama, Li et al. 1999). A més a més, s’ha vist que la doble inhibicio de les
topoisomerases [ i Il es correlaciona amb una major activitat antitumoral dels compostos (Riou,
Fosse et al. 1993). Cal afegir, que s’han arribat a dissenyar compostos doblement intercalants a
partir de la insercié de dos cromofors a les bases nitrogenades, sent anomenats com a bis-
intercalants. Aquests derivats tenen una major afinitat d’uni6 a I’ADN i es poden utilitzar a menors
concentracions reduint, aixi, la incidéncia dels efectes secundaris (Martinez and Chacon-Garcia
2005).

Figura 125. Exemples estructurals d’intercalacié a PADN. A I’esquerre, estructura d’ADN unida covalentment a
cisplati. A la dreta, ADN acomplexat amb I’intercalant netropsina per unié al solc menor de la doble hélix (modificat de
(Yang, van Boom et al. 1995; Tabernero, Verdaguer et al. 1993)).
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2.3.2.B.3. Altres induccions de mort per via mitocondrial: I’estaurosporina com a estimul
intrinsec

Gran quantitat d’inductors d’apoptosi poden actuar a diferents nivells de la via intrinseca
segons la seva diana cel-lular. L’estaurosporina és un dels estimuls intrinsecs més utilitzats com a
inductor de la mort apoptotica. Aquest component quimic de tipus alcaloide, es va aillar
originalment al 1977 com a producte natural a partir de la bactéria Streptomyces staurosporeus
(Omura, Iwai et al. 1977). Estaurosporina és un inhibidor d’ampli espectre de les quinases i la seva
accio inhibitoria es basa en impedir la unié de la molécula ATP a la proteina quinasa. L’efecte
inhibitori es deu a 1’alta afinitat d’estaurosporina per unir-se al lloc d’unié d’ATP de la quinasa.
D’aquesta manera, estaurosporina esdevé un potent inhibidor de quinases caracteritzant-se, pero,
per una manca de selectivitat cel-lular (Karaman, Herrgard et al. 2008). En conseqiiéncia, la
toxicitat cel-lular d’estaurosporina porta a I’exclusio del seu us en clinica. No obstant, aquest
compost ha esdevingut fins aleshores una valuosa eina en recerca basica com a inductor d’apoptosi.

Estaurosporina s’ha emprat com a inductor apoptotic en una gran varietat de cel-lules que
inclouen des de linees cel-lulars tumorals, a tipus cel-lulars com limfocits i neurones (Bertrand,
Solary et al. 1994; Suzuki, Azuma et al. 1995; Koh, Wie et al. 1995). Malgrat el gran s
d’estaurosporina en el camp apoptotic, no s’ha aconseguit esbrinar el seu mecanisme d’accid
especific. La seva implicacio en 1’activacié de la via mitocondrial es reflexa, pero, en diferents
ambits. La mort apoptotica induida per aquest alcaloide s’evita en varis models per la
sobreexpressioé de proteines antiapoptotiques com Bcl-2 i Bcel-Xp (Jacobson, Burne et al. 1993;
Yuste, Bayascas et al. 2001). Per altra banda, també s’ha descrit que la mort apoptotica d’aquest
estimul implica 1’alliberament de citocrom c i 1’activacié de caspases (Kluck, Bossy-Wetzel et al.
1997; Yang, Liu et al. 1997). Tot i aixi, estaurosporina no solament es descriu com a inductor
apoptotic, sind que també s’associa amb processos de diferenciacio cel-lular trobats en linees de
neuroblastoma i c¢l-lules neuronals de rata (Boix, Llecha et al. 1997; Frassetto, Schlieve et al.
2006). A més, s’ha identificat una part de la seva estructura com a una regié determinant en la
induccid de la diferenciacio en precursors neuronals, suggerint estaurosporina com a un possible
prototipus de farmac per malalties neurodegeneratives (Thompson and Levin 2010).

2.3.2.C. Proteines de la familia BCL-2 i regulacié de la permeabilitzacié mitocondrial

Les proteines de la familia Bel-2 (B-cell lymphoma-2) tenen un paper clau en la regulacio
de la permeabilitzacié de la membrana externa mitocondrial i en la conseqiient activacio de la via
intrinseca. Els membres d’aquesta familia es classifiquen funcionalment en proteines apoptotiques i
antiapoptotiques. La regulacio de les interaccions entre aquestes proteines determina el balang final
de dirigir la cel-lula cap a una senyal de supervivéncia, o desencadenar una resposta apoptotica en
la via mitocondrial. La familia Bcl-2 inclou 3 subgrups de proteines agrupats segons la preséncia
d’unes seqiiéncies, altament conservades i homologues a regions de la proteina Bcl-2, anomenades
com a dominis BH (Bc/-2 homology) (Figura 126).

Un dels subgrups pertany a la subfamilia de proteines antiapoptotiques Bcl-2 caracteritzats
per la preséncia dels quatre dominis conservats BH (BH1, BH2, BH3 i BH4) i del domini
transmembranal TM a excepcié de ’antiapoptotica Bcl2A1 defectiva en aquest ultim. El domini
TM situat a I’extrem C-terminal permet localitzar aquestes proteines a la membrana externa
mitocondrial, tot i que també poden ubicar-se al citosol, a la membrana reticular i a I’envolta
nuclear (Zamzami, Brenner et al. 1998). La subfamilia antiapoptotica inclou un ampli ventall de
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proteines tals com Bcl-2, Bel-Xy (BCL-2-related gene, long isoform), Bcl-w, Mcl-1(myeloid cell
leukemia 1), Bcl2A1/A1/Bfl-1 (BCL-2-related gene AI) i Bcl-B/Bcl2L10/Boo/Diva. Totes elles
tenen com a funcid principal preservar la integritat de la membrana externa mitocondrial per tal
d’evitar la sortida dels factors mitocondrials pro-apoptogénics i la conseqiient activacié de la via
intrinseca. L efecte de proteccid d’aquestes proteines es realitza per la inhibicio directa que duen a
terme en les proteines pro-apoptotiques de la familia Bcl-2 (revisat en (Taylor, Cullen et al. 2008)).

BH3-only
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Figura 126. Familia de proteines Bel-2. S’indiquen els diferents dominis BH (Bcl-2 homology) i transmembranals (TM)
juntament amb el pes molecular (a la dreta) per cada una de les proteines dels diferents subgrups. A dalt, el subgrup de les
proteines antiapoptotiques seguit per la subfamilia proapoptotica de Bax i de les proteines BH3-only (font: (Taylor,
Cullen et al. 2008)).
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Figura 127. Model directe d’acci6 de les proteines BH3-only. Pas 1: les proteines BH3-only son activades en resposta a
un estimul de mort per unir-se i inactivar els membres antiapoptotics de la familia Bcl-2. Pas 2: L’activacio de les
proteines BH3-only evita 1’associaci6 entre els membres antiapoptotics i els apoptotics de la subfamilia Bax pel que
aquests deixen d’estar inhibits i executen la seva funcio apoptotica mitocondrial (font: (Galonek and Hardwick 2006)).

Els altres dos subgrups tenen una activitat pro-apoptotica i engloben el subgrup de la
familia Bax i el de les anomenades proteines BH3-only. La subfamilia de Bax inclou les proteines
pro-apoptotiques Bax, Bak i Bok/MTD caracteritzades per la preséncia de tres dominis BH (BHI,
BH2 i BH3) i el domini trasnmembranal TM (Suzuki, Youle et al. 2000). La seva accidé pro-
apoptotica s’exerceix a través de la formacio d’uns porus en la membrana mitocondrial externa a
partir de la homo-oligomeritzacié de Bax i Bak, que porten a la desestabilitzaci6 membranal i al
conseqiient alliberament de factors mitocondrials pro-apoptogenics (Letai, Bassik et al. 2002). Pel
que fa a la subfamilia apoptotica de les proteines BH3-only, aquestes Unicament presenten el
domini BH3 com a regié determinant per I’execucid de la funcio apoptotica i en alguns casos, el
domini transmembranal TM (Wang, Yin et al. 1996). Aquest subgrup inclou les segiients proteines:
Bik, Hrk/DPS5, Bim/Bod, Bad, Bid, Puma/BBC3, Noxa i BMF. Dintre del mateix subgrup BH3-
only, aquestes proteines poden exercir la seva funcid apoptotica interaccionant amb el primer
subgrup esmentat de proteines antiapoptotiques o amb el segon de proteines pro-apoptotiques. Els
mecanismes d’accid d’aquestes proteines es basa en la postulacié de dues teories: el model directe
o neutre, i el model jerarquic (Figures 127 i 128). Tots dos models acaben implicant igualment
I’activacio de Bax i Bak per la desestabilitzacié de la membrana externa mitocondrial i la seva
conseqiient permeabilitzacio.
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Figura 128. Model jerarquic d’actuacio de les proteines BH3-only. Pas 1: proteines BH3-only especifiques s’uneixen i
inactiven els membres antiapoptotics en resposta a un estimul de mort actuant com a “facilitadors” o “sensibilitzadors”.
Pas 2: la inactivaci6 de les proteines antiapoptotiques permet 1’alliberament de determinades BH3-only que actuen com a
“activadors”. Pas 3: les BH3-only activadores executen la seva funcié d’activacié en els membres apoptotics de la
subfamilia de Bax (font: (Galonek and Hardwick 2006)).

2.3.2.D. Alliberament de factors mitocondrials pro-apoptogénics

Diversos factors mitocondrials pro-apoptogeénics s’alliberen al citosol degut a la
permeabilitzacié de la membrana externa mitocondrial, ja sigui per induir una resposta apoptotica
depenent o independent de caspases (Figura [30). Tal i com ja s’ha esmentat en punts anteriors,
aquests factors son: citocrom C, SMAC/DIABLO, AIF, I’endonucleasa G (Endo G) i el factor
HtrA2/Omi.

Citocrom c ¢és clau en la constitucié de I’anomenat complexe proteic apoptosoma i en la
posterior activacio de la caspasa iniciadora caspasa-9. La plataforma proteica requereix de diferents
components cel-lulars a part de citocrom C: la molécula adaptadora APAF-1 (apoptosi protease-
activating factor-1), la molécula dATP i la pro-caspasa iniciadora pro-caspasa 9. El complexe es
constitueix per set moleécules d’APAF-1 que permetran formar una estructura circular favorable pel
reclutament 1 posterior activacié de la pro-caspasa 9 (Figura 129).

SMAC/DIABLO i Htr2A/Omi també tenen una implicacié mitocondrial pro-apoptogenica
rellevant en el desencadenament de 1’apoptosi depenent de caspases. La funcidé pro-apoptotica
d’aquesta molecules rau en la neutralitzacié especifica dels inhibidors endogens de les caspases
IAPs. Els dos factors mitocondrials contenen una seqiiéncia N-terminal conservada de 4 residus
(AVPI en el cas de SMAC i AVPS per Omi) que constitueix el motiu d’uni6 a la IAP definit com a
IBM (I4P binding motif) (Mastrangelo, Cossu et al. 2008; Hegde, Srinivasula et al. 2002). De
forma concreta, la forma inactiva de SMAC resideix a 1’espai intermembranal mitocondrial com a
homodimer amb dos motius IBM amb capacitat d’interaccié amb els dominis BIR2 i BIR3 de les
IAPs (Huang, Rich et al. 2003). SMAC pot unir-se a diferents tipus d’[APs tot i que la seva
principal diana ¢és XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) (Vaux and Silke 2003; Hunter,
Kottachchi et al. 2003). Pel que fa a Omi, la seva forma madura es processa en l’espai
intermembranal i tan sols presenta un domini IBM a I’extrem N-terminal (Suzuki, Imai et al. 2001).
En el cas d’Omi, pero, la neutralitzacié dels inhibidors endogens de les caspases no solament
s’executa a nivell d’interaccid. La seva inhibicio també es descriu per processament catalitic o
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degradaci6 de les IAPs (Yang, Church-Hajduk et al. 2003; Srinivasula, Gupta et al. 2003). No
obstant, el factor mitocondrial pro-apoptogenic HtraA2/Omi també s’associa a processos de mort
independents de caspases basats en la seva activitat proteolitica de serina proteasa (Garrido and
Kroemer 2004). En concret, s’han identificat multiples susbtrats de la proteasa amb certa
preferéncia pel processament de proteines del citoesquelet (Vande Walle, Van Damme et al. 2007).

Locked form Semi-open, Apoptosome |
Cytochrome c autoinhibited form
WD40
Cytochrome ¢ (d)ATP—(d)ADP
binding exchange
d)ATP hydrolysis
CARD' \ o oc (d)ATP hydroly

Aggregation in absense
of nucleotide exchange

Figura 129. Mecanisme de formacio de I’apoptosoma. La molécula adaptadora APAF-1 és constituida per tres regions
funcionals: el domini CARD que li permet la interaccié amb la pro-caspasa 9, el domini NB-ARC amb activitat ATPasa,
i el motiu estructural WD40 a través del qual APAF-1 s’uneix a citocrom c. En condicions d’estimul apoptotic, després
de la uni6 de citocrom ¢ a APAF-1, dATP ¢és hidrolitzat a dADP i posterioment aquest és bescanviat de nou pel domini
ATPasa. Aquest procés genera una s¢rie de canvis comformacionals que permet la constitucié d’un heptamer proteic
circular i el conseqiient reclutament i activacio de la pro-caspasa 9 (Font: (Riedl and Salvesen 2007)).

AIF i1 Endo G, en canvi, després de d’alliberar-se al citosol migren al nucli per induir la
fragmentacié de I’ADN de forma independent de caspases (Figura [30). AIF és present en I’espai
intermembranal de la mitocondria en forma de monomer soluble o unit a la membrana interna. En
condicions d’apoptosi, I’alliberament d’AlIF al citosol requereix un previ processament proteolitic
per alliberar-se del seu ancoratge a la membrana interna mitocondrial. Aquest processament es pot
regular a través de varis tipus de proteases com calpaines i cathepsines, aixi com també s’hi pot
trobar implicat I’enzim nuclear PARP1 (Koh, Dawson et al. 2005). D’altra banda, la migracié al
nucli d’aquest factor s’associa a la induccidé d’una condensacio parcial de la cromatina i a una
fragmentacié de I’ADN en fragments d’alt pes molecular, per un procés que implica directament la
seva unié a ’ADN (Vahsen, Cande et al. 2006). Pel que fa a Endo G, en canvi, aquesta després de
la seva migraci6 al nucli és capa¢ de desencadenar una fragmentacio oligonucleosomal de I’ADN
(Li, Luo et al. 2001). S’ha suggerit un mecanisme independent de caspases en I’alliberament
d’Endo G regulat per la proteina pro-apoptotica tBid (van Loo, Schotte et al. 2001).
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Figura 130. Alliberament dels diferents factors mitocondrials pro-apoptogénics. Després del fenomen de
permeabilitzacié de la membrana mitocondrial (MMP), diverses proteines pro-apoptogéniques s’alliberen des de I’espai
intermembranal mitocondrial (IMS) al citosol per activar la via mitocondrial ja sigui de forma depenent de caspases (1 1
3) o independent de caspases (2). 1) Citocrom ¢ promou la constitucié de la plataforma proteica apoptosoma juntament
amb Apaf-1, pro-caspasa-9 i ATP/dATP. El complexe proteic permet activar la caspasa iniciadora que, al seu torn,
activara les caspases efectores per la induccid de les principals caracteristiques apoptotiques morfologiques i
bioquimiques: la fragmentacié de I’ADN i la condensaci6é de la cromatina. 2) AIF i EndoG s’alliberen al citosol i es
transloquen al nucli per induir una fragmentacié de I’ADN. Hsp70 pot inhibir la translocacié nuclear d’AIF. 3) Omi i
SMAC/DIABLO promouen 1’apoptosi per inhibicid de les IAPs afavorint ’activacié de les caspases efectores (adaptat de
(Kroemer, Galluzzi et al. 2007)).

2.3.2.E. Estratégies terapéutiques en la via intrinseca: BH3 mimétics

Actualment, la inhibici6 de la funcid antiapoptotica de les proteines de la familia Bel-2 és
una de les estratégies terapéutiques més rellevants per la induccié de 1’apoptosi a través de la via
intrinseca. Aquest fet es deu a que moltes cél-lules cancerigenes adquireixen resisténcia
quimioterapica perqué incrementen els nivells d’expressié dels membres antiapoptotics de la
familia Bcl-2 (Frenzel, Grespi et al. 2009). En aquest sentit, s’han dissenyat uns compostos
anomenats BH3 mimétics que inhibeixen aquestes proteines antiapoptotiques per la seva uni6 al
solc hidrofobic d’aquests membres. El disseny d’aquestes molécules s’ha basat en la modificacio
de peptids BH3 o bé, en la sintesi de petites molécules organiques que mimetitzen el péptid BH3
(Walensky, Kung et al. 2004; Degterev, Lugovskoy et al. 2001). La recerca actual, pero, es basa en
aquestes molécules i destaquen multiples compostos com ABT-737, obatoclax (GX15-070),
gossipol, apogossipol, EM20-25 i queleritrina (Oltersdorf, Elmore et al. 2005; Nguyen, Marcellus
et al. 2007; Kitada, Leone et al. 2003; Becattini, Kitada et al. 2004; Milanesi, Costantini et al. 2006;
Chan, Lee et al. 2003).

ABT-737, pero, sembla ser el BH3 mimétic més prometedor, donat que indueix citoxicitat
cel-lular de forma individual i sinérgica en un ampli rang de linees cel-lulars i pot causar la
completa regressido de tumors en models de ratoli (Oltersdorf, Elmore et al. 2005). De fet, aquest
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BH3 mimeétic es comporta de forma similar a la proteina pro-apoptotica Bad. ABT-737 té una alta
afinitat per interaccionar amb els membres antiapoptotics Bel-2 i Bcel-X, tot i que també s’ha
relacionat amb la inhibici6 de Bel-w (Oltersdorf, Elmore et al. 2005; Zhai, Jin et al. 2006; Bruncko,
Oost et al. 2007). De fet, s’ha vist que ABT-737 sensibilitza a mort cel-lular linees cel-lulars
tumorals amb alts nivells de Bcl-2 i Bcl-X (Tahir, Yang et al. 2007). De forma oposada, s’ha
reportat la resisténcia a aquest BH3 mimétic en linees cel-lulars amb alts nivells de Mcl-1 donat
que ABT-737 no interacciona amb aquest membre antiapoptotic (van Delft, Wei et al. 20006).
Obatoclax, en canvi, pot unir-se tant a Mcl-1 com Bcl-2, Bcl-X; i Bel-w tot i que amb una afinitat
més baixa que els altres BH3 mimetics (Nguyen, Marcellus et al. 2007; Wang, Nikolovska-Coleska
et al. 2006; Zhai, Jin et al. 2006). Per altra banda, s’ha descrit que ABT-737 indueix apoptosi
provocant un trencament de la membrana externa mitocondrial i induint 1’activacié de caspasa-9
(Vogler, Weber et al. 2009).

Pel que fa als BH3 mimetics com gossipol i el seu derivat apogossipol, aquests indueixen
apoptosi per la seva interaccio amb els antiapoptotics Bel-2, Bel-X; 1 Mcl-1 (Kitada, Leone et al.
2003; Wang, Nikolovska-Coleska et al. 2006; Zhai, Jin et al. 2006; Becattini, Kitada et al. 2004).
Referent a EM20-25 i queleritrina, aquests BH3 tan sols inhibeixen un membre antiapoptotic.
EM20-25 és capag de sensibilitzar a mort cél-lules tumorals sobreexpressores de Bcl-2 per la seva
interaccid6 amb la proteina antiapoptotica Bcl-2 (Milanesi, Costantini et al. 2006). I finalment,
queleritrina també s’inclou en aquest tipus d’agents terapeutics per la inhibicid de la proteina
antiapoptotica Bcl-X; (Chan, Lee et al. 2003).

2.3.2.E.1. Queleritrina

Queleritrina es va identificar com a BH3 mimétic entre un screening de multiples
productes naturals. Aquest alcaloide pertany a la familia de les benzofenantridines i prové de la
planta Chelidonium majus del génere Papaveraceae (Chan, Lee et al. 2003) (Figura I31).
Queleritrina es descriu amb un ampli rang d’activitats bioldogiques que inclouen des de propietats
anticoagulants i antiinflamatories, a 1’antitumoral com a la més potent (Ko, Chen et al. 1990);
(Lenfeld, Kroutil et al. 1981). S’ha observat que aquest compost provoca toxicitat cel-lular en
diverses linees cel-lulars tumorals i, a més a més, s’ha vist que és capac d’endarrerir el creixement
tumoral in vivo (Chang, Chang et al. 2003); (Chmura, Dolan et al. 2000). Inclas, s’ha descrit un
efecte sinergic d’induccié de mort cel-lular amb altres agents antitumorals (Cabrespine, Bay et al.
2005). Queleritrina ha arribat, a més, a fase pre-clinica com agent terapeéutic BH3 mimetic (Taylor,
Micha et al. 2006); (Fischer and Schulze-Osthoff 2005).
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Figura I131. Estructura quimica de la queleritrina. (Modificat de (Chan, Lee et al. 2003)).
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Malgrat pero la seva actual consideracié com a BH3 mimeétic, queleritrina inicialment es va
descriure com a inhibidor de la proteina quinasa PKC (Herbert, Augereau et al. 1990). Tot i aixi,
més tard s’observa que la inducci6 d’apoptosi per queleritrina no requeria la inhibicié de PKC (Yu,
Mandlekar et al. 2000). En concret, s’han descrit mecanismes de mort apoptotica independents de
PKC associats a processos d’estrés oxidatiu i a l’activacido de les quinases JNK i p38 (Yu,
Mandlekar et al. 2000).

Per altra banda, s’ha descrit que queleritrina indueix toxicitat cel-lular en cel-lules
sobreexpressores de Bcl-Xp resistents a altres estimuls apoptotics (Chan, Lee et al. 2003). S’ha
reportat també, que aquest alcaloide indueix ’alliberament de citocrom c, inclus, en mitocondries
aillades. A més, s’ha detectat que queleritrina indueix apoptosi de forma independent a les
proteines pro-apoptotiques Bax i Bak, ja que aquest alcaloide provoca mort cel-lular en els dobles
knock-out (DKO) de Bax i Bak i sense alterar el fenotip apoptotic de mort induit (Chan, Lee et al.
2003; Wan, Chan et al. 2008). En aquests mecasnismes de mort independents de Bax i Bak s’ha
observat, a més, un inflament de la mitocondria i una pérdua del potencial de la membrana
mitocondrial (Wan, Chan et al. 2008). De fet, un altre efecte important mitocondrial induit per
queleritrina és la seva capacitat de desacoblar la cadena respiratoria mitocondrial, tant en cel-lules
com en mitocondries aillades (Milanesi, Costantini et al. 2006).

Una altra propietat descrita per aquest alcaloide, és la seva habilitat per unir-se a ’ADN.
Queleritrina juntament amb altres compostos de la seva familia de benzofenantridines, es descriu
com a un compost amb propietats intercalants (Bajaj, McLean et al. 1990). La capacitat d’uni6 a
I’ADN d’aquests compostos s’associa amb la preséncia de purines i pirimidines alternades (Bajaj,
McLean et al. 1990; Bai, Zhao et al. 2006). En concret, s’ha vist una preferéncia d’uni6 en
seqiiéncies de I’ADN riques en GC contigilies per queleritrina i alternades, per altres compostos de
la mateixa familia com és el cas de la sanguinarina (Bai, Zhao et al. 2006). Per altra banda, un
analisi de diferents compostos de la familia de les benzofenantridines suggereix una correlacié
entre les propietats intercalants dels alcaloides i el seu dany en la cadena respiratoria mitocondrial
(Kamins'kyi, Kryv'iak et al. 2006).

2.3.3. La necrosi

2.3.3.A. Generalitats

Les cél-lules que pateixen necrosi manifesten una morfologia cel-lular clarament
diferencial de 1’apoptotica. La cel-lula necrotica adopta una forma arrodonida i es caracteritza per
patir una pérdua temprana del control en la permeabilitat de la membrana plasmatica que afavoreix
al fenomen de 1’oncosi. Aquest indueix el trencament de la membrana plasmatica i a 1’alliberament
indiscriminat de tot el contingut necrotic a I’espai extracel-lular amb el desencadenament dels
conseqiients processos d’inflamacié. Pel que fa al nucli, aquest es manté intacte per 1’abséncia de la
condensaci6 de la cromatina i de la seva fragmentacio i pot agregar-se i acumular-se en els teixits
necrotics (revisat en (Vandenabeele, Galluzzi et al. 2010). Entre els esdeveniments caracteristics
d’un procés de mort necrotica destaquen la deplecié drastica d’ATP, la produccié de ROS i la
secrecié al medi extracel-lular del mediador inflamatori HMGB-1 (high-mobility group box-1)
(Eguchi, Shimizu et al. 1997; Vercammen, Brouckaert et al. 1998; Rovere-Querini, Capobianco et
al. 2004).
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Per altra banda, tal i com s’ha vist en les diferents definicions dels processos de mort
cel-lular, cal remarcar que en els Ultims anys s’ha consolidat el terme de necrosi regulada com a
contraposat al d’un procés de mort necrotic descontrolat i cadtic (veure apartat 2.3.1. “Tipus de
mort acceptats per la NCCD”). Diversos estimuls poden desencadenar una necrosi regulada com
ara: el dany genotoxic, 1’accié d’excitotoxines, la lligaci6 de receptors de mort o fins i tot, I’accio
immunologica dels membres de la familia PRR (pathogen recognition receptor) en el
reconeixement dels patrons moleculars associats a patogens (Zong, Ditsworth et al. 2004; Bano,
Young et al. 2005; Zhang, Shao et al. 2009; Vandenabeele, Galluzzi et al. 2010). En qualsevol cas,
el procés de necrosi regulada més estudiat en els darrers anys és el de necroptosi. Per aquesta rao, a
continuacio es detallen els principals mecanismes de senyalitzacio associats a aquest cas especific
de necrosi regulada.

2.3.3.B. Necroptosi

Necroptosi ¢és el tipus de necrosi regulada més reportat darrerament a nivell de recerca de
molécules implicades en les vies de senyalitzacio d’aquesta modalitat de mort necrotica. Inclou els
casos de necrosi regulada depenents de les quinases RIP1 i/o RIP3. El descobriment de I’inhibidor
quimic necrostatina-1 en la quinasa RIP1, ha identificat en els darrers anys gran quantitat de
processos de mort necroptotics (Degterev, Huang et al. 2005; Degterev, Hitomi et al. 2008). No
obstant, els casos de necroptosi depenents de RIP3 i independents de RIP1 no es poden evitar per
I’inhibidor quimic, i sén igualment considerats processos de mort necroptotics (Upton, Kaiser et al.
2010). Inclus, es postula sobre altres possibles dianes de I’inhibidor quimic en la mort necroptotica
(Cho, McQuade et al. 2011).

El principal avang en la cerca de molécules implicades en les vies de senyalitzacio
necroptotica, s’ha analitzat en la lligacié del receptor de mort de TNF en abséncia d’activacio de
caspases (Vercammen, Beyaert et al. 1998). En particular, el model necroptotic en el lligand de
mort TNF es desencadena amb la inhibicié quimica o el knockdown de la caspasa iniciadora
caspasa-8 (Holler, Zaru et al. 2000). La senyal necroptotica s’inicia, llavors, en el moment que el
complexe transmembranal del receptor de mort (complexe I) es desubiquitina a nivell de la quinasa
RIP1, per accié d’enzims desubiquitinadors tals com CYLD (cylindromatosis) o bé, per efecte de la
inhibici6 dels seus ubiquitinadors directes, com son les cIAPs (Hitomi, Christofferson et al. 2008;
Varfolomeev, Goncharov et al. 2008). Al seu torn, 1’estat desubiquitinat del complexe I no permet
reclutar el complexe ubiquitinador LUBAC (linear ubiquitin chain assembly complex) capag
d’estimular la via de supervivéncia NF-kB (Tokunaga, Sakata et al. 2009).

En cas d’insult apoptotic, es coneix que la desubiquitinacid del complexe I permet a RIP1
reclutar la molécula adaptadora FADD i la caspasa 8, per la constitucio del complexe citosolic II i
el conseqiient desencadenament de la via apoptotica (Micheau and Tschopp 2003). No obstant, si
RIP3 hi és present i caspasa-8 esta inactiva, es promou la formacié del complexe citosolic IIb
anomenat necrosoma (Holler, Zaru et al. 2000; Cho, Challa et al. 2009). Per la transduccio de la
senyal necroptotica, es requereix que caspasa-8 estigui inactiva, ja que aquesta pot inhibir RIP1 i
RIP3 per processament proteolitic (Feng, Yang et al. 2007; Vandenabeele, Galluzzi et al. 2010).
Recentment, s’ha suggerit que la interacci6 entre RIP1 i RIP3 precedeix a una auotofosforilacié de
RIP3, que permet reclutar nous components al necrosoma com la quinasa MLKL (mixed lineage
kinase domain-like protein) i la fosfatasa mitocondrial PGAMS5 (Sun, Wang et al. 2012; Wang,
Jiang et al. 2012). A més, en el laboratori de X. Wang, s’ha trobat un compost quimic referit com a
necrosulfamida (NSA), capa¢ d’inhibir la mort necroptotica a nivell de la quinasa MLKL (Sun,
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Wang et al. 2012). La quinasa reclutada al necrosoma es troba doblement fosforilada per RIP3, i
totes dues fosforilacions es requereixen per 1’execucio de la mort necroptotica (Sun, Wang et al.
2012). Pel que fa a la fosfatasa mitocondrial PGAMS, les seves dues isoformes (PGAML (long
form) 1 PGAMS (short form)), també es recluten al complexe necrosomic i es fosforilen a través de
RIP3 (Wang, Jiang et al. 2012). L’estat actiu fosforilatiu de les dues isoformes en el complexe
necrosomic, permet activar per defosforilacio el regulador de fissi6 mitocondrial Drpl (dynamin-
related protein 1), pel que s’acaba induint la fragmentacié necroptotica de la mitocondria (Wang,
Jiang et al. 2012) (Figura 132).
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Figura 132. Model de necroptosi en el receptor de mort TNF. La lligacidé del receptor de mort TNF permet la
constitucio el complexe I pel reclutament de TRADD, RIP1, TRAF2 i cIAP 1/2. L’estat ubiquitinat del complexe I
s’associa a I’activacio de la via de supervivéncia NF-kB a través del complexe LUBAC. La quinasa TAK1 per interaccid
amb RIP1 poliubiquitinat pot tamb¢ inhibir la via de mort. A20 com a enzim editor de la ubiquitinaci6é també actua com a
regulador positiu pel manteniment de I’estat poliubiquitinat del complexe I. CYLD estimula la desubiquitinacio del
complexe per la generacié del complexe IIb o necrosoma pel desencadenament de la senyal necroptotica. El necrosoma
es constitueix per FADD, caspasa-8 inactivada (en aquest cas per cFLIP o ZVAD), RIP1, RIP3, MLKL i PGAMS.
Necrostatina inhibeix el complexe a nivell de RIP1 i NSA per MLKL. L’activacié del necrosoma requereix RIP1 i RIP3
actives pel conseqiient reclutament i fosforilacio6 de MLKL i PGAMS. La doble fosforilaci6 de MLKL per RIP3 és
seguida de la fosforilacié de la isoforma PGAMSL. La isoforma PGAMSS ¢és posteriorment també reclutada i fosforilada
al complexe necrosomic. L’estat actiu de les isoformes PGAMS5 permet defosforilar Drpl per la execucio de la fissio
mitocondrial (adaptat de (Zhou, Han et al. 2012)).
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La implicacidé de totes aquestes molécules de senyalitzacié en la mort necroptotica, es
realca amb la inhibici6 d’aquesta mort pel knockdown tant de RIP1, RIP3 com MLKL. El
silenciament génic, perd, de qualsevol de les dues isoformes de PGAMS o de Drpl, només
aconsegueix atenuar la mort necroptotica de TNF (Wang, Jiang et al. 2012). No obstant i de forma
sorprenent, el silenciament génic d’aquestes proteines també aconsegueix atenuar la mort necrotica
induida per estimuls intrinsecs com els ROS i la sobrecarrega de calci. Els altres executors
necroptotics no poden, en canvi, evitar la mort d’aquest tipus d’estimuls necrotics (Wang, Jiang et
al. 2012).

El densencadenament final de la necroptosi per sota de 1’activacid del complexe
necrosomic, s’associa principalment a esdeveniments cel-lulars com la depleci6 drastica d’ATP, la
sobreproduccio de ROS o la sobrecarrega de calci citosolica, amb la conseqiient obertura del porus
de transicié de permeabilitat mitocondrial (Vanlangenakker, Vanden Berghe et al. 2008). No
obstant, s’han identificat alguns mecanismes en [’execuci6é final de la necroptosi per implicacio
directa de RIP1 i RIP3. RIP1 es suggereix en un possible mecanisme de senyalitzacid resultant en
la inhibici6 del translocador d’ATP ANT, pel que acaba contribuint a la depleci6 necrotica d’ATP
(Temkin, Huang et al. 2006). Per altra banda, s’ha vist que RIP3 esta implicat de forma directa en
la sobreproduccié de ROS per activacido de varis enzims metabolics, els qual desencadenen un
estrés metabolic mitocondrial i la conseqiient sobreproduccié d’intermediaris oxidatius (Zhang,
Shao et al. 2009) (Figura 133).

TNF
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Figura 133. Execucio necroptotica de RIP3 en la sobreproduccio de ROS. La mort necroptotica és desencadenada pel
lligand de mort TNF amb la inactivacié de caspases i preséncia de RIP3. RIP3 interacciona i activa els enzims metabolics
PYGL (glycogen phosphorylase) implicat en la degradaciéo de glicogen per la obtencié de glucosa-1-fosfat, GLUL
(glutamate-ammonia ligase) per la conversié de ’aminoacid glutamat (Glu) a glutamina (GIn) i GLUDI1 (glutamate
dehydrogenase 1) per la obtencié del substracte energetic a-cetoglutarat al cicle de Krebs o d’acids tricarboxilics (TCA).
La sobrectivacié del cicle es tradueix amb un increment d’activitat en la cadena de transport electronic mitocondrial i
conseqiient efecte de produccié de ROS (modificat de (Zhang, Shao et al. 2009)).

La produccid6 de ROS en la mort necroptotica, perd, Gnicament no esta relacionada amb Ia
mitocondria. En concret, s’ha descrit una implicaci6 de RIP1 en el reclutament de la NADPH
oxidasa Nox1 a través de la quinasa rivoflavina (RFK), la qual actua de molecula pont entre el
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receptor de mort TNFR1 i la subunitat comuna de les NADPH oxidases p22 phox (Kim, Morgan et
al. 2007) (Kim, Morgan et al. 2007; Yazdanpanah, Wiegmann et al. 2009). De fet, s’ha suggerit
que la produccio6 del superoxid extracel-lular per Nox1, pot contribuir i afavorir la produccié de
ROS en la cadena respiratoria mitocondrial durant la mort necroptotica (Morgan, Kim et al. 2008).

L’efecte cel-lular de ROS acaba induint la disfuncié mitocondrial amb la conseqiient
parada de sintesi d’ATP. La deplecio de la molécula energética, perd, també es pot desencadenar en
la mort necroptotica a nivell de dany oxidatiu a I’ADN. L’enzim reparador d’ADN PARPI, en un
excés d’activacio resulta en un consum desmesurat del cofactor NAD+ i la conseqiient, disminucio
d’ATP (Los, Mozoluk et al. 2002). Al seu torn, també s’ha descrit que la sobreactivacié de PARP1
en morts necrotiques pot desencadenar ’alliberament d’AIF de la mitocondria (Yu, Wang et al.
2002; Moubarak, Yuste et al. 2007).

Altres efectes necroptotics que deriven del dany cel-lular oxidatiu es tradueixen a nivell de
desestabilitzacio dels diferents tipus de membranes cel-lulars. La sobrecarrega de calci citosolica
afavorida pels increments de permeabilitat cel-lular reticular, poden acabar contribuint també a la
disfuncié mitocondrial. En el procés de mort necroptotic també es pot afavorir 1’actuacié de
multiples proteases com ara les calpaines, donat un excés de calci citosolic o bé, les cathepsines,
donada per una inducci6 de la permeabilitzaci6 membranal dels lisosomes. A més, altres agents
cel-lulars poden també contribuir en la desestabilitzacidé de les membranes cel-lulars durant el
procés de necroptotic com ara les fosfolipases, les esfingomielinases o de forma especifica les
calpaines en la membrana lisosomal (revisat en (Vandenabeele, Galluzzi et al. 2010)).

3. Bioquimica de ’apoptosi: les caspases
3.1. Antecedents moleculars de I’apoptosi en el model cel-lular de Caenorhabditis elegans

La principal maquinaria molecular descrita implicada en 1’execucié de 1’apoptosi és el
conjunt d’enzims proteolitics anomenats caspases (cysteinyl aspartate-specific proteinases)
(Alnemri, Livingston et al. 1996). El primer membre d’aquesta familia es va identificar com a la
proteasa responsable del processament proteolitic del precursor d’interleukina IL-1f pro-IL-1p
anomenat enzim conversor de d’interlequina-13 (ICE, interleukin-1 p-converting enzyme) (Black,
Kronheim et al. 1989; Kostura, Tocci et al. 1989). Aquest component més tard, es va purificar i
clonar com a caspasa-1 (Cerretti, Kozlosky et al. 1992; Thornberry, Bull et al. 1992). El
descobriment i1 la caracteritzacio inicial de ICE perd, no proporciona cap tipus d’informacio
rellevant sobre altres proteases similars a ella en el procés de mort cel-lular. L’avang en la
identificacié de nous membres de la familia de proteases, es va fer gracies al previ estudi de
mecanismes moleculars i genétics de 1’apoptosi en el nematode C. elegans realitzat a finals dels
anys 80.
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Figura 135. Expansié evolutiva de la maquinaria apoptotica de C.elegans en cél-lules de mamifers. Comparacio del
model apoptotic trobat en C.elegans amb una de les vies principals de 1’apoptosi en mamifers. La identificacio prévia dels
diferents components apoptotics trobats en C.elegans van permetre trobar els respectius homolegs com als constituents
moleculars més rellevants en la via intrinseca apoptotica dels mamifers En el model del nematode CED-9 i CED-4
constitueixen un complexe proteic que impedeix ’activacio de CED-3 a través de CED-4. La mort cel-lular en el
nematode ¢és inhibida fins que EGL-1 interacciona amb el complexe CED-9/CED-4 per permetre 1’alliberament de CED-
4 1 la conseqiient activacié de CED-3 amb la final inducci6 de mort cel-lular (adaptat de (Degterev and Yuan 2008)).

L’apoptosi en aquest model cel-lular és extremadament precisa, donat que s’activen
especificament diferents gens per la induccio del procés de mort cel-lular en 131 cel-lules
somatiques de les 1019 inicials durant 1’etapa de desenvolupament. Aquesta caracteristica
bioquimica es va aprofitar per estudiar els mecanismes moleculars que regulaven el procés de mort
cel-lular apoptotic (Ellis, Jacobson et al. 1991). Els resultats de ’estudi van permetre identificar
varis gens implicats en la mort apoptotica (CED-3, CED-4, CED-9 i EGL-1A com a més
rellevants) i el seu mecanisme d’actuacio en el model cel-lular del nematode (Figura 135). A més a
més, estudis posteriors van permetre identificar els respectius gens homolges en mamifers. Aixi,
CED-3 resulta ser homoleg de la caspasa-3 (Fernandes-Alnemri, Litwack et al. 1994)) CED-4
d’Apaf-1 (Zou, Henzel et al. 1997); CED-9 de la proteina Bcl-2 (Hengartner and Horvitz 1994); i
EGL-1 conté una seqiiéncia de 9 aminoacids similar a la regid6 homologa 3 o domini BH3 de les
proteines de la familia Bcl-2, suggerint que podria ser homoleg a membres pro-apoptotics de la
familia BH3-only (Conradt and Horvitz 1998) (Figura 135). Pel que fa a la resta de components de
la familia de caspases en mamifers, aquestes es van identificar més tard, rebent aquest terme unitari
de “caspases” per C de proteasa amb residu de cisteina al seu centre actiu, asp pel lloc de tall
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especific després del residu aspartic i asa per definir el seu caracter d’enzim (Alnemri, Livingston
et al. 1996).

3.2. Propietats moleculars de les caspases: organitzacié estructural

La organitzacio estructural de les caspases és similar dintre de la mateixa familia de
proteases. La seva sintesi es realitza en forma de zimogens o precusors inactius definits com a pro-
caspases amb un pes molecular que varia entre 32-55 kDa. La familia de cisteina proteases consta
de tres dominis: un pro-domini N-terminal (entre 3 i 24 kDa), una subunitat llarga anomenada p20 i
que conté el centre actiu (entre 17 i 21 kDa), i una subunitat petita C-terminal referida com a p10
(entre 10 i 13 kDa) (Figuta 135). En algunes pro-caspases, la subunitat llarga i la petita es troben
separades per una seqiiéncia de curta unid. L’activitat catalitica de la caspasa es troba regulada per
la cisteina del seu centre actiu present en forma d’un pentapéptid altament conservat QACXG (Gln-
Ala-Cys-X-Gly), on X és Q per la caspasa-8 i -10, G per la caspasa-9 i R (Arg) per la resta de
caspases. L’activitat de les caspases consisteix en la proteolisi especifica de determinats substractes
executada després dels seus residus d’acid aspartic (revisat en (Thornberry and Lazebnik 1998)).

D D D
‘ X X X
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SHG QACXG
Procaspase
Processing

SHG QACXG  Catalytic site
\/

Mature
caspase

GXCAQ GHS

Figura 136. Mecanisme de formacié de I’heteroteramer per la constitucié de la forma activa de la caspasa. El tall
especific en els enllagos d’acid aspartic (D) condueix a la formacié de ’heteroteramer p20,-p10, i a I’alliberament en
paral-lel del pro-domini. Les fletxes indiquen els residus implicats en la formacié del centre actiu (modificat de (Lavrik,
Golks et al. 2005)).

La constitucié de la forma madura de la caspasa es caracteritza per la formaciéo de
I’heterotetramer (p20,-p10,), el qual resulta del tall especific en els enllacos d’acid aspartic que, al
seu torn, també acaben causant I’alliberament del prodomini. D’aquesta manera, la formacio del
tetramer deriva de la homodimeritzacié dels dos heterodimers constituits per la subunitat llarga i
curta (Figura 136) (Rotonda, Nicholson et al. 1996; Thornberry 1998). De forma més especifica, les
subunitats de cada heterodimer (p20-p10) es troben constituides per interaccions hidrofobiques de
manera que es pleguen en un cilindre compacte mitjangant 6 fulles B antiparal-leles centrals. La
interaccio entre els dos heterodimers es produeix a través de les 12 fulles f que es troben
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envoltades per 5 h¢lixs a distribuides en cares oposades del pla format per les fulles B (revisat en
(Fuentes-Prior and Salvesen 2004)).

Els dos heterodimers del tetramer s’alineen en una configuracioé cua-cap que permet situar
els dos centres actius en extrems oposats de la molécula, gracies a la interaccio entre la part més
carboxi-terminal de la subunitat llarga d’un dels heterodimers i 1’extrem amino-terminal de la
subunitat petita de I’heterodimer oposat (Figura 137). Aquesta configuraci6 del tetramer permet un
mecanisme d’activacidé de la proteasa afavorit per la proximitat entre 1’extrem C-terminal de la
subunitat llarga i I’extrem N-terminal de la subunitat petita de I’heterodimer oposat. D’altra banda,
la configuracié del tetramer també permet que certs residus de cisteina i glicina presents en la
subunitat petita, estabilitzin per ponts d’hidrogen 1’estat de transici6 cap a la formacié del tetramer
actiu (Wilson, Black et al. 1994).

Figura 137. Estructura de I’heterotetramer de caspasa-3. El tetramer esta compost de dos dominis catalitics dels dos
heterodimers. Els extrems N- i C-terminal de les subunitats petita i llarga son indicats. (modificat de (Lavrik, Golks et al.
2005)).

3.3. Tipus i criteris de classificacié

En humans s’han acabat identificant 11 caspases que inclouen des de caspasa-1 a caspasa-
10 i caspasa-14 (Alnemri, Livingston et al. 1996; Pistritto, Jost et al. 2002). La proteina incialment
denominada caspasa-13 resulta ser ’homoleg bovi de la caspasa-4, mentres que les caspases-11 i
12 es van descriure en ratoli com a homolegs de la caspasa-4 i -5 humana (Koenig, Eckhart et al.
2001; Degterev, Boyce et al. 2003). La familia de proteases es pot classificar segons 1’especificitat
proteolitica del substracte, el tamany del seu prodmini o segons la seva funcionalitat.

3.3.1. Especificitat proteolitica

Les caspases reconeixen una seqiiencia tetrapeptidica especifica en les seves proteines
diana a processar. Els llocs d’unidé als substractes son similars dins de la mateixa familia de
proteases. S’han reportat 4 llocs d’unid principals: S1, S2, S3 i S4. Malgrat tant la subunitat llarga
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com la petita aporten residus d’aminoacids als diferents llocs d’uni6 del substracte, els
determinants principals que defineixen [’especificitat del substracte de les caspases es troben
localitzats a la subunitat petita (Nicholson 1999). A més, les caspases a part de requerir pel seu tall
proteolitic un residu d’acid aspartic en el substracte (posicidé P1), son selectives en el
reconeixement de com a minim 3 residus situats en I’extrem amino de 1’acid aspartic (Stennicke,
Renatus et al. 2000). Els residus d’aminoacids presents en aquestes tres posicions (P2, P3 i P4)
varien dintre de la mateixa familia degut a qué S1 és I’inic lloc d’unié que es troba altament
conservat entre les diferents caspases. Malgrat totes les cisteina proteases presentin especificitat pel
residu d’acid aspartic (Asp) en la realitzacio del seu tall proteolitic, s’ha establert una preferéncia
d’uni6 en funcié de I’aminoacid que ocupa la posicio 4 (P4) en sentit amino terminal respecte al
residu d’Asp que sera processat. Segons el residu present en P4, es va establir una classificacié de
les caspases per mitja d’assajos d’especificitat amb diversos substractes (Rano, Timkey et al. 1997;
Thornberry 1997).

La classificacio per especificitat proteolitica acaba agrupant les caspases en 3 grups. El
primer grup inclou les caspases 1, 4 i 5 amb una alta afinitat per un aminoacid en P4 de caire
hidrofobic, com per exemple leucina (L) o triptofan (W). El segon grup comprén les caspases 6, 8,
91 11 amb una preferéncia marcada per recongixer residus d’aminoacids amb cadenes alifatiques.
L’ultim grup amb les caspases 2, 3 i 7 presenten una activitat maxima quan la posicié P4 s’ocupa
per Asp (Figura I38).

3.3.2. Llargada del pro-domini

Les caspases també es poden classificar segons la llargada del pro-domini en dos grups:
caspases de pro-domini llarg (amb més de 90 aminoacids) que inclouen caspasa-1, -2, -4, -5, -8, -9,
-10, -11 1 -12; i caspases de pro-domini curt (entre 20-30 aminoacids) com les caspases -3, -6, -7 1 -
14 (Figura 137). Les proteines amb pro-domini llarg contenen els dominis d’interaccid proteica
DED o CARD, ja sigui per permetre en una cas la interaccié de la caspasa amb els receptors de
mort a través d’una molécula adaptadora o bé, per constituir complexes macromoleculars
determinants en la transmissio de la senyal apoptotica o inflamatoria segons el cas (Cryns and
Yuan 1998; Martinon and Tschopp 2007). Per altra banda, s’ha reportat el cas d’una nova proteasa
(caspasa-15) caracteritzada per tenir els dos pro-dominis de DED i CARD i identificada en alguns
mamifers (en gos i porc), tot i que és absent tant al genoma huma com al de ratoli (Eckhart, Ballaun
et al. 2005).
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Figura 138. Classificacié de les caspases segons la llargada del pro-domini i I’especificitat de tall proteolitic en el
substracte. A 1’esquerre, caspases agrupades pel criteri de llargada del pro-domini amb els diferents tipus de domini i
subunitats indicats en cada cas. A la dreta, distinci6 de les caspases segons la seva preferéncia de reconeixement del
residu d’aminoacid ocupat en la posicié P4 del substracte (modificat de (Degterev, Boyce et al. 2003)).

3.3.3. Funcionalitat

Aquest darrer criteri de classificaci6é durant molt de temps va distingir les caspases en “pro-
apoptotiques” 1 “pro-inflamatories”. Aquesta classificacido encara segueix sent en part vigent,
malgrat s’ha descrit que la major part de les caspases apoptotiques (caspases -2, -3, -6, -7, -8, -9 1 -
10) tenen algun tipus de funcid® en processos no apoptotics (Vakifahmetoglu-Norberg and
Zhivotovsky 2010; Zeuner, Eramo et al. 1999). De la mateixa manera, s’ha observat que membres
tipics de la classe pro-inflamatoria (caspasa-1, -4 i -5) son capaces d’induir piroptosi com a una
mort cel-lular inflamatoria (Fernandes-Alnemri, Wu et al. 2007; Labbe and Saleh 2008). No
obstant, la classificacio per funcionalitat actual distingeix dintre dels membres apoptotics entre les
caspases iniciadores (caspases -2, -8, -9 1 -10) i les caspases efectores o excutores (caspases -3, -6 i
-7) (Figura 139). Les caspases iniciadores en general presenten pro-dominis llargs i es troben al
principi del desencadenament de la via de senyalitzacid apoptotica, on caspasa-8 i -10 actuen a
nivell de via extrinseca i caspasa-2 i -9 d’intrinseca. Aquest tipus de caspases tenen a més, una
especificitat de tall per les caspases efectores sent les responsables de la seva activacié. Per contra,
les caspases efectores posseeixen un pro-domini curt i la seva especificitat de tall correspon a un
gran nombre de substractes proteolitzats durant 1’apoptosi (Cryns and Yuan 1998).
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Figura 139. Classificaci6 de les caspases per funcionalitat. Es distingeixen membres imflamatoris (grup I), membres
apoptotics iniciadors o activadors (grup II) i membres apoptotics executors o efectors (grup III) (modificat de (Lavrik,
Golks et al. 2005)).

3.4. Mecanismes d’activacio

Les dades estructurals actuals indiquen que tant les comformacions dels zimogens com les
de les seves formes actives son similars dintre de la mateixa familia de proteases. No obstant, la
transicio entre el zimogen 1 la forma activa succeeix a través de mecanismes diferents entre les
caspases iniciadores i les caspases efectores.

3.4.1. Caspases iniciadores: activacié per dimeritzacio

En estat inactiu, les caspases iniciadores romanen com a momomers inactius que
requereixen de la homodimeritzacid per aconseguir la seva activacid (Figura 140). El procés de
dimeritzacié en les caspases iniciadores s’afavoreix pel previ reclutament d’aquestes a través del
seus pro-domins DED i CARD, en plataformes proteiques constituides fruit de la resposta d’un
estimul apoptotic. L’increment local de la concentracié de caspasa provocat per aquest reclutament,
acaba promovent el fenomen de la dimeritzacio, donada la proximitat de les diferents molecules de
caspasa iniciadora (Salvesen and Dixit 1999). Cada caspasa iniciadora és capa¢ de constituir la
seva plataforma d’activacio sent DISC pel cas de reclutament i activacié de caspasa-8 i -10, o les
plataformes de I’apoptosoma i el PIDDOsoma pel reclutament i activacié de caspasa-9 i -2
respectivament (Cryns and Yuan 1998; Li, Nijhawan et al. 1997; Berube, Boucher et al. 2005).

D’altra banda, les caspases pro-inflamatories s’activen per un mecanisme d’induccid
similar al de dimeritzacio de les caspases iniciadores. En aquest cas, els complexes proteics
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d’activacid s’anomenen inflamasomes i posseeixen una alta afinitat pel pro-domini CARD, present
en les caspases inflamatories -1, -4 i -5. Tot i aixi, no acaba d’estar molt clar si el mecanisme
d’activaciod de les caspases pro-inflamatories suceeix a través de la homodimeritzacio o si resulta de
la heterodimeritzacié amb altres components de I’inflamasoma (Sidiropoulos, Goulielmos et al.
2008).

3.4.2. Caspases executores: activacio per escissio

A diferencia de les caspases iniciadores, les caspases executores romanen com a dimers
inactius i requereixen del processament del domini catalitic per convertir-se en la forma activa. La
dimeritzacid en el cas de les caspases efectores succeeix inmediatament després de la seva sintesi
com a zimogens, perd es mantenen inactives fins que pateixen una escisié en cada una de les
seqiiéncies que separen la subunitat gran i la petita (Figura 140).

3.4.3. Maduracio proteolitica

El procés d’activacio tant en caspases iniciadores com executores es consolida amb el
posterior procés de maduracio proteolitica. Els esdeveniments de maduracié impliquen I’eliminacio
del pro-domini i el processament proteolitic de la seqiiéncia d’unié entre les subunitats llarga i
petita, en el cas de les caspases iniciadores (Pop, Fitzgerald et al. 2007) (Figura 140). Aquest procés
de maduracid proteolitica és opccional i permet la generacid de diferents neo-epitops que poden
derivar a diferents conseqiiéncies funcionals cel-lulars. Aixi per exemple, la dimeritzacié de la
caspasa-8 en abséncia de maduracid proteolitica produeix una forma activa capag¢ de desencadenar
una senyalitzacié de proliferacio i activacié de limfocits T sense provocar mort cel-lular. La
induccid del procés de mort cel-lular en canvi, requereix del processament complet de caspasa-8
(Kang, Oh et al. 2008). En aquest cas, I’autoprocessament de caspasa-8 induit per assolir el procés
complet de maduracid, permet a la proteasa de mantenir-se activa al citosol un cop s’ha alliberat
del DISC (Pop, Fitzgerald et al. 2007; Salvesen and Dixit 1999). En qualsevol cas, el procés de
maduracié proteolitica pretén estabilitzar la caspasa i promoure esdeveniments de regulacio
especifics que acabin induint la mort cel-lular (Pop, Fitzgerald et al. 2007).
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Figura 140. Mecanismes d’activacié de caspases iniciadores i executores. Les caspases iniciadores es troben en un
estat monomeric i s’activen a través de la dimeritzacié mediada pel pro-domini. Les caspases executores en canvi, es
troben ja en forma de dimers i son activades pel processament proteolitic entre les regions d’uni6 de les subunitats llarga i
petita. L’activacio de les caspases es completa amb esdeveniments de maduracio proteolitica que estabilitzen la caspasa i
la pre-disposen als processos de regulaci6 (font: (Pop and Salvesen 2009)).

3.5. Substractes cel-lulars de les caspases

En un primer moment, la majoria de substractes es van dividir en diversos grups funcionals
(Stroh and Schulze-Osthoff 1998). La classificacio es basava en distingir entre:

)

2)

3)

Proteines estructurals com ara a-Actina, BAP31, caderinas, FAK, Gelsolina, Lamina A/C,
Lamina B1 y B2, ROCK-1, a-Fodrina, tubulina, vimentina.

Proteines reguladores de la replicacio, transcripcid, traduccid i reparacié de I’ADN. Entre
les que s’engloben com a més rellevants: PARP, ADN-PKCs, Topoisomerasas [ y II,
Histones, MCM3, SP1, SAF-A, ATM, c-Rel CREB, elFs, hnRPs, UI1-70kDa,
ICAD/DFF45, NFkB p50, RIP1, STAB1 i SnRNP70, entre d’altres.

Proteines quinasa i altres tipus de molécules implicades en vies senyalitzacid entre les que
destaquen: AKT, Bid, Cdc42, Claspin, MEK, MEKK1, MST1-3, PAK2, PKCs, PLCyl,
PP2A, ROCKI1, Src, TRAF1 i TRAF3.

No obstant, el nombre de substractes de caspases ha anat incrementant de forma

considerable. Posteriorment a la inicial classificacid, els multiples substractes especifics de
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caspases reportats es van dividir basicament en dos tipus: susbtractes amb un guany de
funcionalitat després del seu tall proteolitic, com és el cas de les caspases executores al ser
processades per altres membres de la familia de proteases; i substractes amb una pérdua de funcio6 a
conseqiiéncia de I’escisi6 executada per la caspasa, com és el cas de la proteina ICAD al deixar
d’inhibir I’endonucleasa CAD. El processament proteolitic de les caspases en els seus substractes,
s’associa a la induccié de canvis comformacionals o moleculars en les propietats intrinseques del
substracte proteolitzat determinants en el guany o peérdua de la seva funcionalitat. L’escisio
proteolitica pot implicar des de I’eliminacié d’un domini regulador, I’activacié d’un zimogen o la
dissociacié de dominis actius (Timmer and Salvesen 2007).

No obstant, el continu creixement de substractes especifics de caspases acaba portant a la
creacio d’una base de dades online anomenada CASBASH (caspase substrate database homepage)
amb tots els substractes de caspases reportats en mamifers que a més, inclou els llocs de tall de les
proteases (http://bioinf.gen.tcd.ie/casbah/) (Luthi and Martin 2007). A més a més, recentment s’han
descrit métodes informatics que prediuen tots els possibles llocs de processament de les caspases en
multiples proteines (Piippo, Lietzen et al. 2010; Song, Tan et al. 2010).

Com a substractes especifics de les caspases executores en destaquen els segilients: la
proteina del citoesquelet a-fodrina i la proteina ICAD inhibidora de la endomucleasa CAD, com a
substractes especifics de caspasa-3; les lamines A i C, com a substracte de capasa-6; i la co-
chaperona p23, com substracte especific de caspasa-7 (Janicke, Ng et al. 1998; Tang and Kidd
1998; Halawani, Tessier et al. 2010; Orth, Chinnaiyan et al. 1996; Walsh, Cullen et al. 2008).

Pel que fa a la proteina del citoesquelet a-fodrina, s’ha vist que aquesta es processa durant
I’apoptosi generant un fragment especific pel tall proteolitic de caspasa-3 de 120 kDa a través del
reconeixement del tetrapeptid DETD1185 (Janicke, Ng et al. 1998). No obstant, aquesta proteina
durant I’apoptosi genera uns altres dos fragments de 145 i 150 kDa degut a ’activacio de les
calpaines. Tot i aixi, també s’ha vist que el fragment de 145 kDa es pot generar per caspasa-3. En
qualsevol cas, el processament apoptotic de la fodrina acaba afavorint a I’aparici6 del blebbing
apoptotic. ICAD com a un altre substracte rellevant de caspasa-3, destaca per la seva contribuci6 en
la inducci6 de la fragmentacié de I’ADN a través de 1’alliberament de 1’endonucleasa CAD com a
responsable d’aquesta degradacio. S’han descrit dues isoformes d’ICAD, ICAD llarga com a
ICAD-L i ICAD curta com a ICAD-S amb pesos moleculars de 45 1 35 kDa respectivament. Totes
dues isoformes es processen en rebre un estimul apoptotic per caspasa-3 generant un major
fragment C-terminal de 24 k Da per ICAD-L i 18 kDa per ICAD-S. Aquests fragments pero, es
procesen de nou generant un fragment d’11 i 4 kDa per ICAD-L i ICAD-S respectivament. Aquest
ultim processament es realitza a través del reconeixement del tetrapeptid DAVD224. La generacio
del fragment d’11 kDa provinent del segon tall proteolitic executat en la isoforma de la ICAD
llarga, és el que determina I’alliberament i ’activaci6 de 1I’endonucleasa CAD per la inducci6 de la
fragmentacié de I’ADN (Tang and Kidd 1998).

Les lamines A/C com a substractes de caspasa-6, son productes d’splicing alternatiu i
actuen com a components estructurals de la membrana nuclear (Guilly, Bensussan et al. 1987). El
tamany de les lamines A/C és de 70 i 65 kDa respectivament i el seu processament apoptotic
genera un fragment de 42 i 37 kDa per a cada una de les isoformes respectives (Orth, Chinnaiyan et
al. 1996). El tetrapéptid reconegut en aquest cas per caspasa-6 és VEID230. A més, s’ha observat
que la mutacidé de la lamina que implica la seva resisténcia al tall proteolitic pot impedir o
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endarrerir certes caracteristiques apoptotiques com ara la condensacid de la cromatina i la
fragmentacid de I’ADN en forma de ladder (Rao, Perez et al. 1996).

Pel que fa a p23, la identificacid de la co-xaperona com a substracte especific de caspasa-7,
permet distingir 1’activacié d’aaquesta caspasa respecte la de caspasa-3, fet que és rellevant donada
la similitud d’activitat proteolitica de les dues caspases executores (Walsh, Cullen et al. 2008). El
processament proteolitic de p23 acaba generant un fragment especific de 17 kDa.

3.6. Regulacid de Dactivitat de les caspases
3.6.1. Inhibidors endogens

Els principals inhibidors endogens de les caspases engloben principalment la familia de les
IAPs, com a molécules inhibitories tant de caspases iniciadores com efectores; i la proteina FLIP,
inhibitoria a nivell de la constitucié del DISC en ’etapa inicial de densencadenament de la senyal
apoptotica extrinseca (Crook, Clem et al. 1993; Micheau and Tschopp 2003).

Les IAPs constitueixen una familia composta per varis membres (Figura 141). En humans,
els components d’aquesta familia millor caracteritzats son la proteina XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP
(neuronal IAP) i survivina (Schimmer 2004). Tots els components es caracteritzen per tenir una
seqiiéncia d’aminoacids altament conservada denominada BIR (baculoviral IAP repeats) a través
de la qual inhibeixen les caspases. En mamifers, tots els tipus de proteines IAPs contenen en la
seva regio N-terminal tres dominis BIR (BIR1, BIR2 i BIR3) excepte la survivina que unicament
posseix un domini BIR (Zimmermann, Bonzon et al. 2001).

Entre els diferents components de les IAPs, XIAP és I’unic component capag¢ d’inhibir de
forma directa les caspases (Eckelman, Salvesen et al. 2006). En concret, s’uneix i inhibeix les
caspases-3, -7 1 -9 (Riedl, Renatus et al. 2001; Shiozaki, Chai et al. 2003). cIAP1 i cIAP2 s’uneixen
a les caspases, pero executen un mecanisme d’inhibicié indirecte per ubiquitinacid que acaba
implicant la degradacié proteosomal de les proteases (Eckelman and Salvesen 2006; Huang,
Joazeiro et al. 2000; Choi, Butterworth et al. 2009). La preséncia del domini RING en la part C-
terminal de les IAPs, és la que determina una activitat de poliubiquitinaci6 de les caspases -3 1 -7
actuant com a enzim ubiquitina lligasa i conduint-les en conseqiiéncia, a la seva posterior
degradacié o inactivacio no degradativa (Huang, Joazeiro et al. 2000; Choi, Butterworth et al.
2009; Schimmer 2004). Els dominis RING pero, no solament aporten una activitat d’ubiquitinacio
sin6 que també permeten a les [APs constituir homo i1 heterodimers amb les proteases (Mace, Linke
et al. 2008). No obstant, XIAP també presenta un domini RING que in vivo sembla requerir, a part
dels seus dominis BIR, per executar de forma completa la seva activitat antiapoptotica (Schile,
Garcia-Fernandez et al. 2008).

FLIP presenta un rang d’inhibicié menor de les caspases en comparaci6 a la familia de les
IAPs. El seu efecte antiapoptotic principal consisteix en impedir 1’activacié de les pro-caspases
iniciadores -8 i/0 -10 a nivell de la plataforma DISC. FLIP posseeix en la seva regié N-terminal 2
motius DED que competeixen amb la pro-caspasa-8 per la unié amb la molécula adaptadora FADD
(Scaffidi, Schmitz et al. 1999). Existeixen dues isoformes de 1’inhibidor: FLIP-S, com a la forma
curta amb un pes molecular de 26 kDa; i FLIP-L, com a la forma llarga amb 55 kDa. FLIP-S
presenta en la seva regid C-terminal una cua de 20 aminoacids determinants per la seva
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ubiquitinaci6 i degradacio protesomal, mentre que FLIP-L conté un domini caspase-like que manca
d’activitat enzimatica (Bagnoli, Canevari et al. 2009).
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Figura 141. Familia de proteines de les IAPs. S’inclouen les proteines XIAP, cIAP1, cIAP2, ILP2, ILP2 (I4AP-like
protein-2), ML-IAP (melanoma IAP)/Livin, NAIP (neuronal apoptosis-inhibitory protein) i survivina. Tots els
components es caracteritzen per tenir almenys un domini BIR i alguns posseeixen també un domini CARD i/o RING. El
péptid que precedeix el domini BIR2 de XIAP, cIAP1 i cIAP2 és responsable de la inhibici6 de caspasa-3 i -7 mentres
que el domini BIR3, només en el cas de XIAP, és capag d’assolir una potent inhibicié per caspasa-9. Els dominis BIR
caracteritzats bioquimicament i amb funcions conegudes son indicats en color, mentres que la resta de dominis no
caracteritzats es mostren en gris (font: (Shi 2001)).

3.6.2. Inhibidors quimics

Existeixen també inhibidors de caspases a nivell quimic. El disseny d’aquest tipus de
compostos es basa en la preséncia dels diferents tipus de tetrapéptids de substractes segons el tipus
de proteasa que executa el tall proteolitic (Figura 138). Aquest tipus de compostos a més, contenen
en la porcié C-terminal modificacions que permeten la obtencido d’antagonistes de caspases tant
reversibles com irreversibles. No osbtant, la major part d’aquests inhibidors quimics soén
hidrofobics i poc permeables i poden inclts, produir efectes toxics inespecifics en concentracions
requerides per la inhibicio6 de les caspases (Degterev, Boyce et al. 2003).

S’han generat tot tipus de peéptids inhibidors constituits en la seqiiéncia del tetrapeptid per
només un residu aspartic (Boc-Asp-FMK), o bé per dipéptids (Q-Val-Asp-OPh), tripéptids (Boc-
Val-Ala-Asp-FMK), tetrapéptids (Z-Tyr-Val-Ala-Asp-FMK) i inclas, pentapéptids (Z-Val-Asp-
Val-Ala-Asp-FMK). Entre els inhibidors irreversibles destaquen varies formes quimiques com els
adheids (-CHO), els nitrils (-CN) i les cetones (-COR) que permeten actuar a I’inhibidor com a
pseudosubstracte per la caspasa activa sense arribar-la alterar quimicament (Ekert, Silke et al.
1999). Els inhibidors actuen de forma competitiva constituint enllagcos covalents amb la cisteina
catalitica. D’altra banda, els inhibidors de caspasa irreversibles inclouen formes quimiques com les
diazometilcetonas (-N2), aciloximetilcetonas (-OCOR) i les halometilcetonas (-Cl, -F) (Ekert, Silke
et al. 1999). Entre les formes més recurrents d’inhibidors pero, destaquen com a inhibidors de
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caspases iniciadores i1 efectores la forma quimica d’aldehid Ac-IETD-CHO i Ac-DEVD-CHO
respectivament, mentres que les caspases pro-inflamatories s’inhibeixen en una altra forma
d’aldehid Ac-WEHD-CHO (Garcia-Calvo, Peterson et al. 1998). No obstant, I’inhibidor actual de
caspases més efectiu és una forma quimica que conté el grup O-fenoxi en la part C-terminal, que
juntament amb la preséncia d’un grup quinolil en la part N-terminal, millora de forma significativa
I’eficacia del péptid inhibidor de caspases. El grup O-fenoxi permet a aquesta forma quimica una
major reactivitat en el residu de cisteina de la caspasa, que es tradueix en una efectivitat d’inhibicio
de la caspasa superior. Pel que fa a la preséncia del grup quinolil N-terminal, aquest també
contribueix a la millora de I’efectivitat d’inhibicid, donat que incrementa la permeabilitat cel-lular
de la forma quimica i disminueix, al seu torn, la dosi requerida del péptid inhibidor. Aquest tipus
d’inhibidor es distingeix com a un inhibidor d’ampli espectre d’activitat enzimatica de caspases
competitiu i irreversible. L’exemple més rellevant d’aquest tipus de compostos és 1’inhibidor Q-
VD-OPh (quinolil-valil-O-metilaspartil-[2,6-difluorofenoxi]-metilcetona), capag d’inhibir de forma
efectiva 1’activitat de caspasa i1 que, en comparacié per exemple a I’inhibidor Boc-D-FMK,
requereix utilitzar-se a una concentracio deu cops inferior (Caserta, Smith et al. 2003).

Un altre inhibidor d’ampli espectre també utilitzat de forma recurrent és el denominat z-
VAD-FMK amb la peculiaritat perd, que aquest compost és capag¢ també d’inhibir calpaines i
cathepsines. L’efecte inespecific d’aquest inhibidor es deu a la preséncia d’halometilcetones com a
molécules més reactives que els derivats d’aldehids, pel que facilment s’acaben inhibint altres
proteases de tipus cisteina (Ekert, Silke et al. 1999).

Malgrat ’alta efectivitat d’inhibicié d’aquests compostos, el principal inconvenient €s la
baixa selectivitat i especificitat d’inhibicio entre els diferents membres de la familia de caspases
(Degterev, Boyce et al. 2003; Pereira and Song 2008).

3.6.3. Inhibicié per ROS

Les caspases requereixen d’un ambient quimic reduit per tal d’activar-se de forma correcta,
donat que contenen una cisteina en el seu centre actiu altament suscceptible d’oxidacié per la
presencia del grup tiol o sulfidril (-SH) en el residu aminoacidic. De fet, Hampton i els seus
col-laboradors van establir que segons el llindar de ROS produit en I’ambient cel-lular, les caspases
podien romandre activades o inhibides. Els seus estudis rebelaren que amb 1’Gs de diferents
concentracions exogenes de peroxid d’hidrogen, es podien induir diferents tipus de mort. Aixi,
dosis baixes de I’oxidant podien activar les caspases i desencadenar la mort apoptotica, mentre que
dosis elevades podien inactivar les proteases sometent a la cel-lula a una mort necrotica (Groeger,
Quiney et al. 2009; Hampton and Orrenius 1997).

En concret, s’ha reportat que en condicions menors de tractament de peroxid d’hidrogen,
I’activacio de caspases succeia de forma indirecta, donat que les proteases no eren activades en
extractes citoplasmatics tractats amb 1’agent oxidant (Hampton, Fadeel et al. 1998). L’activacio de
caspases per aquest menor llindar de ROS es va acabar associant amb 1’alliberament de citocrom C
i la constitucidé de la seva plataforma apoptosomica, amb el conseqiient desencadenament
d’activacid de les caspases efectores (Stridh, Kimland et al. 1998). Per altra banda, la induccio6 de
I’alliberament d’aquest factor mitocondrial pro-apoptogénic va acabar sent relacionat amb
I’obertura del porus PTPC de la mitocondria en condicions d’estrés oxidatiu (Hampton, Fadeel et
al. 1998; Costantini, Belzacq et al. 2000). No obstant, altres exemples d’activacié de caspases en
una mort apoptotica es descriuen per un menor llindar de ROS produit, pero, de forma intracel-lular
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i no addicionat de manera exdgena. Es el cas, per exemple, de I’apoptosi mediada per p53, on el
supressor tumoral entre els mutiples gens que pot activar, pot induir la transcripcié de factors pro-
oxidants iniciadors d’activacio de caspases per mecanismes similars als esmentats (Polyak, Xia et
al. 1997).

D’altra banda, els estudis de Hampton també mostren la inactivacié de les caspases i el
conseqiient desencadenament de la mort necrotica en condicions d’un elevat estrés oxidatiu,
donada la pérdua de la funcionalitat del grup tiol de la cisteina catalitica. De fet, la inactivacio de
les caspases per ROS, juntament amb el pas de mort apoptotica a necrdtica, es descriu de manera
dosi depenent en el tractament exogen de varis agents pro-oxidants (Dypbukt, Ankarcrona et al.
1994). Inclus, s’ha arribat a detectar un bloqueig temporal de les caspases en una co-estimulacio de
peroxid d’hidrogen i el lligand de mort Fas. En aquest cas, la inhibicio de les caspases per ROS es
produeix de forma reversible, donat que aquest model de mort és capag de reestablir ’activacié de
les proteases i restablir la mort apoptotica (Hampton and Orrenius 1997).

4. Degradacié de ’ADN durant I’apoptosi

4.1. Tipus de fragmentacié i canvis nuclears

La fragmentacio de I’ADN ¢és una de les principals caracteristiques bioquimiques de
I’apoptosi (Wyllie 1980). El procés de fragmentacioé apoptotica de I’ADN es realitza en dues
etapes. En la primera, ’ADN es degrada en fragments d’alt pes molecular (50-300 kb) (Walker,
Leblanc et al. 1999). Aquest tipus de fragmentacid s’anomena HMW (high molecular weight) i
coincideix amb [D’aparicio dels primers canvis nuclears apoptotics caracteritzats per una
condensaci6 marginal de la cromatina molt feble (morfologia tipus I). Posteriorment a aquesta
primera degradacié6 de I’ADN, la fragmentacio es realitza de forma oligonucleosomal o
internucleosomal. En aquest tipus de fragmentacid, I’ADN es degrada preferentment en les regions
internucleosomals generant fragments d’aproximadament 180 pb o multiples d’aquests (Lecoeur
2002). Aquest tipus de degradacio en fragments de baix pes molecular o altrament coneguda com a
LMW (low molecular weight) o ladder, és concomitant amb un estat de condensaci6 de la
cromatina més avancat, i visualitzat en masses arrodonides altament empaquetades (morfologia
nuclear de tipus II o morfologia apoptotica classica) (Lecoeur 2002).

Malgrat, perod, que la fragmentaci6 de I’ADN HMW precedeixi normalment a la
fragmentaci6 LMW, existeixen evidéncies que I’apoptosi pot succeir igualment en abséncia de la
degradacié oligonculeosomal de I’ADN (Boix, Llecha et al. 1997; Iguchi, Hirano et al. 2002;
Oberhammer, Wilson et al. 1993; Yuste, Bayascas et al. 2001). Per altra banda, cal afegir que la
degradaci6 de ’ADN HMW es descriu, inclis, en cel-lules en creixement mentre que la
fragmentacié oligonucleosomal és exclusiva de la mort apoptotica (Solov'yan, Andreev et al. 1997,
Szabo 1995).

4.2. Endonucleases implicades en la fragmentacié de ’ADN

4.2.1. Tipus d’endonucleases

Les endonucleases son la principal maquinaria enzimatica implicada en la fragmentacio de
I’ADN. Tot i que alguns autors consideren la idea que la degradacid de I’ADN és un procés que
succeeix de forma passiva en la mort apoptotica, s’ha demostrat que la inhibicio de les
endonucleases pot arribar a endarrerir i inclus evitar, 1’apoptosi cel-lular (Bai, Saafi et al. 1999).
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Des del punt de vista funcional, les endonucleases implicades en la fragmentacio
apoptotica de I’ADN es distingeixen en dos tipus:

1. Nucleases autonomes cel-lulars, com a endonucleases capaces de degradar I’ADN de la
propia cél-lula. Aquest tipus de nucleases poden accedir directament al nucleoplasma per
tal de degradar I’ADN.

2. Nucleases de gestio de residus, implicades en la degradacié de I’ADN exogen provinent
d’una altra cel-lula. Aquest segon tipus d’endonucleases, en canvi, es sintetitzen al reticle
endoplasmatic rugds i posteriorment es localitzen als lisosomes o bé, es secreten a ’espai
extracel-lular.

Examples of nucl and cofactors that are involved in apoptotic DNA degradation

Type OptimalpH  Cofactor Substrate preference TUNEL* Location References
Cell-autonomous nuclease or cofactor
CAD/DFF40/CPAN HMW, LMW 7.5 Mg?* dsDNA + Nuclei, cytoplasm 23,2443
Endonuclease G HMW, LMW 6-9 Mg?*, Mn?* ssDNA, RNA + Mitochondria 60,63
DNase y/DNAS1L3 HMW, LMW 7.2 Ca*, Mg** ssDNA, dsDNA + Nuclei 69,145
L-DNase Il LMW Acidic ND ND ND Cytoplasm 113
Topoisomerase Il HMW ND ND dsDNA + Nuclei 20,110, 112
Cyclophilins HMW 7.5-9.5 Ca®, Mg** ssDNA, dsDNA + Nuclei, cytoplasm 146
AlF (cofactor) HMW ND ND ND ND Mitochondria 11
NM23-H1 ss nicks ND ND ND ND ER 147
DNase | 7-8 Ca®, Mg* ssDNA, dsDNA + - 26
Waste-management nuclease
DNase Il 4.5-55 None ssDNA, dsDNA - Lysosome 83
DNase | 7-8 Ca®, Mg* ssDNA, dsDNA + Secreted 69

“The *+" symbol indicates that the nuclease generates 5'-P and 3'-OH ends that can be labelled by the TUNEL reaction. ds, double stranded; ER, endoplasmic
reticulum; HMW, high molecular weight; LMW, low molecular weight; ND, not determined:; ss, single stranded; TUNEL, terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP-
mediated nick end labelling.

Taula I1. Classificacié funcional de les endonucleases implicades en la fragmentacio apoptotica de ’ADN. (font: (Samejima and
Earnshaw 2005)).

La taula I1 mostra una gran varietat d’endonucleases descrites dels dos tipus principals
d’endonucleases establerts. Per altra banda, cal dir que aquestes endonucleases es poden classificar
segons el requeriment dels ions bibalents necessaris per la realitzacidé de la seva activitat. Aixi,
dintre dels dos tipus funcionals d’endonucleases, s’hi poden trobar nucleases independents de
cations o acidiques, nucleases depenents de ions Ca2+ i Mg2+, i nucleases depenents només de
ions Mg2+ (Samejima and Earnshaw 2005).

Entre la gran varietat d’endonucleases destaquen la DNAsa II i I dintre de les DNAsas
implicades en la degradacié d’ADN exogen; i la L-DNAsa I, DNAsa-y i ’endonucleasa CAD en
la categoria funcional de nucleases autonomes.

DNAsa II actua com a una hidrolasa lisosomal acida i independent de ions bivalents
(Wang, Lu et al. 1998). El 20-30% de la proteina es secreta al medi extracel-lular i, en un entorn
acidic, és capag¢ de fragmentar I’ADN exogen en trencaments tant de doble com de simple cadena
donant lloc a extrems 3’-P (fosfats) (Barry and Eastman 1993; Barry, Reynolds et al. 1993). Per
altra banda, aquesta DNAsa és crucial per ’assoliment de la completa digestid de les restes
cel-lulars i fragments apoptotics fagocitats. Varis estudis mostren que la manca de la seva
funcionalitat s’associa a ctimuls d’ADN cel-lulars que han estat fagocitats pero no digerits (Mukae,
Yokoyama et al. 2002; Kawane, Fukuyama et al. 2001; Krieser, MacLea et al. 2002).
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DNAsa I és una altra endonucleasa rellevant en la degradacid6 d’ADN exogen pero
depenent dels ions bivalents Ca2+ i Mg2+/Mn2+. En concret, la seva correcta activacié requereix
de prévies concentracions cel-lulars dels ions de I’ordre micromolar i és optima a un pH de 7,5. La
DNAsa I també es secreta a 1’espai extracel-lular i pot realitzar trencaments de I’ADN tant de doble
com simple cadena produint extrems 3’- OH lliures (Kreuder, Dieckhoff et al. 1984). No obstant,
varis factors desfavoreixen la seva implicaci6 en la degradaci6 oligonucleosomal de I’ADN durant
I’apoptosi. L’endonucleasa introdueix preferencialment trencaments en una de les cadenes de
I’ADN cada 10 pb de forma recurrent, i inicament en preseéncia de Mn2+, és capag d’establir
trencaments de doble cadena (Lahm and Suck 1991). Alguns autors consideren, inclas, que aquesta
DNAsa no té especificitat per unir-se a la regio internucleosomal i que en determinats models,
malgrat detectar-se un increment de la seva activitat, no es transloca al nucli (Walker and Sikorska
1997; Torriglia, Negri et al. 1999).

L-DNAsa II com a endonucleasa autonoma presenta la particularitat que es pot inhibir amb
acetat 1 conserva la meitat de la seva activitat a pH 7,4 malgrat I’0optim sigui 5,75 (Counis, Chaudun
et al. 1998). Aquesta DNAsa deriva de la proteina LEI (leukocyte elastase inhibitor) degut a una
modificacid post-traduccional acidica o a una digestio amb 1’enzim elastasa (Torriglia, Perani et al.
1998). L-DNAsa Il €s capa¢ d’induir picnosi nuclear i degradacié de la cromatina en nuclis aillats.
A més, la seva expressio s’incrementa durant 1’apoptosi i es transloca des del citoplasma al nucli
cel-lular (Belmokhtar, Torriglia et al. 2000; Torriglia, Perani et al. 1998). LEI és una proteina amb
activitat anti-proteasa que pertany a la familia de les serpines (serine protease inhibitors). En la
seva forma nativa €s capa¢ d’inhibir proteases com I’elastasa, la cathepsina G i la proteinasa 3
(Potempa, Dubin et al. 1988; Sugimori, Cooley et al. 1995). Després que LEI sigui modificada
post-traduccionalment per una baixada del pH durant I’apoptosi, aquesta proteina perd la seva
activitat anti-proteasa i adquireix 1’activitat endonucleasica (Torriglia, Perani et al. 1998). Per altra
banda, s’ha reportat que segons 1’estimul apoptotic, L-DNAsa II es pot activar de forma simultanea
amb les caspases perd en un procés de mort que resulta insensible als inhibidors de caspases
(Altairac, Zeggai et al. 2003; Torriglia, Negri et al. 1999).

Una altra endonucleasa autonoma rellevant és la DNAsa-y, com a una endonucleasa
depenent de cations bivalents i amb una elevada homologia a la DNAsa I. En concret, requereix de
Ca2+ i Mg2+, o bé, Ca2+ i Mn2+ o unicament Mn2+ i es pot inhibir amb Zn2+ (Shiokawa,
Ohyama et al. 1997). Per altra banda, s’ha vist que PARP-1 actua com a inhibidor d’aquesta
endonucleasa, pel que el seu processament s’associa amb [’accié de la DNAsa-y (Boulares,
Zoltoski et al. 2002). L’expressio cel-lular d’aquesta endonucleasa és selectiva. DNAsa-y és
altament expressada en organs com la melsa, el fetge, el ronyo, els noduls limfatics i el timus, pero
¢és escassa per exemple al cervell, cor i pancrees (Shiokawa, Ohyama et al. 1997; Shiokawa and
Tanuma 1998). DNAsa-y s’emmagatzema al lamen de I’envolta nuclear per ser alliberada al nucli
en rebre ’estimul apoptotic (Shiokawa, Shika et al. 2003; Shiokawa and Tanuma 2001). Els
fragments d’ADN produits per aquesta DNAsa poden contenir extrems 3’-OH/5” —P. A més, s’ha
suggerit una implicacid rellevant de la DNAsa-y com a endonucleasa principal en la degradacio
LMW de processos apoptotics associats a diferenciacio cel-lular, i a la hipermutacidé somatica de
gens de les immunoglobulines (Shiokawa, Kobayashi et al. 2002; Okamoto, Okamoto et al. 2005).

Pel que fa a CAD/DFF40/CPAN, aquesta és 1’endonucleasa amb major implicacid

apoptotica en la degradacio oligonucleosomal de I’ADN (Enari, Sakahira et al. 1998; Halenbeck,
MacDonald et al. 1998; Liu, Li et al. 1998; Liu, Zou et al. 1997). CAD requereix de la preséncia
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del 16 bivalent Mg2+ i té com a substracte preferent I’ADN de doble cadena, tot i que recentment
també s’ha reportat la seva activitat en simple cadena (Iglesias-Guimarais, Gil-Guinon et al. 2012)

4.2.2. L’endonucleasa DFF40/CAD/CPAN

4.2.2.A. Descobriment de CAD i el seu inhibidor DFF45/ICAD

L’endonucleasa CAD es va aillar per primer cop, caracteritzar i clonar en c¢l-lules tumorals
humanes com al factor responsable de la degradaci6 de I’ADN pel grup de X. Wang, el qual
anomena 1’endonucleasa sota el terme de DFF (ADN Fragmentation Factor) (Liu, Zou et al. 1997).
L’endonucleasa de 40 kDa es va aillar juntament amb un altre polipeptid de 45 kDa en extractes
citosolics de cel-lules Hela (cel-lules derivades de carcinoma uteri huma) provinents d’assajos cell
free system. En concret, la reaccié in vitro d’aquests assajos va consistir en la combinacio
d’extractes citosolics activats apoptoticament per 1’addicié de caspasa-3 recombinant amb nuclis
intactes aillats de cél-lules en creixement. Liu i els seus col-laboradors, van ser capacos de
determinar que Unicament el polipéptid de 45 kDa es sotmetia a un processament per part de
caspasa-3 que acabava generant un primer fragment intermediari de 24 kDa i un posterior d’11
kDa. La generacié d’aquest ultim es va correlacionar directament amb la fragmentacié de I’ADN
generada pel cell free system activat apoptoticament (Liu, Zou et al. 1997).

Halenbeck 1 els seus col-laboradors, també van contribuir en el descobriment de
I’endonucleasa que demoninaren llavors com a CPAN (caspase-activated nuclease). CPAN per
aquest grup es va aillar en extractes citosolics de cel-lules Jurkat (limfocits T humans
inmortalitzats) que en preséncia també de caspasa-3 recombinant, provocaven la fragmentacié de
I’ADN en assajos de tipus in vitro (Halenbeck, MacDonald et al. 1998). A més, Halenbeck i
col-laboradors van seqiienciar CPAN 1 observaren que la proteina era idéntica a la subunitat de 40
kDa descrita per Liu. Al mateix temps, perd, un altre grup reafirmava la identificaciéo de
I’endonucleasa apoptotica amb la seqiienciacio de la CAD homologa humana aillada en ratoli
(Mukae, Enari et al. 1998). Per altra banda, el grup de Halenbeck també demostra que
I’endonucleasa era menys activa en assajos realitzats en abseéncia d’una proteina carrier com BSA
(bovine serum albumin) 1 de NaCl o bé, amb preséncia de Zn2+. Al mateix temps, observaren que
la seva activitat depenia dels ions bivalents Mg2+ o Mn2+ en menor mesura pero no de Ca2+
(Widlak and Garrard 2001; Halenbeck, MacDonald et al. 1998). Aquests autors també consideraren
que els baixos nivells de Mg2+ i/o NaCl eren la rad per la qual Liu i els seus col-laboradors no
podien explicar la manca de 1’activitat de la DNAsa en alguns dels seus experiments (Halenbeck,
MacDonald et al. 1998).

CAD també es va reportar amb el grup de Nagata utilitzant igualment assajos cell free
system perd amb extractes citosolics provinents d’un limfoma de cél-lules T de ratoli (Enari,
Sakahira et al. 1998). La denominacid en aquest cas per I’endonucleasa i al seu inhibidor, van ser
de CAD (caspase-activated DNAsa) 1 ICAD (inhibitor of caspase-activated DNAsa). CAD de ratoli
resulta ser la homologa humana amb una identitat del 75,6% (Mukae, Enari et al. 1998). El grup de
Nagata, a més, determina que 1’endonucleasa era una proteina basica mentres que ICAD es
caracteritzava per ser una proteina acida amb uns punts isoeléctrics (PI) de 9,7 1 4,5 respectivament
en cada un dels casos (Enari, Sakahira et al. 1998). A més a més, el grup de Nagata establi que la
forma inactiva de CAD en cél-lules en creixement semblava existir com a un complexe de
I’endonucleasa amb ICAD on aquesta actuava com a principal inhibidor de la fragmentacié de
I’ADN (Sabol, Li et al. 1998). En aquest sentit, Halenbeck i col-laboradors també aportaren que
I’expressié funcional de CPAN in vitro només succeia en preséncia d’ICAD. D’aquesta manera,
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s’atribuia una nova funcidé de xaperona a ICAD, donat que aquesta es relaciona amb el correcte
plegament de CAD (Halenbeck, MacDonald et al. 1998). A més a més, els ensajos cell free system
de Halenveck també mostraven que 1’addicié de DFF45/ICAD a extractes citosolics de cel-lules
Jurkat pre-activats amb caspasa-3 eren capacos d’inhibir la degradacié de I’ADN.

Per altra banda, Enari 1 els seus col-laboradors aillaren dues isoformes d’ICAD que
denominaren com a ICAD-L i ICAD-S. La diferéncia de les dues variants es va detectar a nivell de
splicing alternatiu en el processament dels respectius RNA missatgers (Enari, Sakahira et al. 1998).
El missatger d’ICAD-L contenia els 6 exons codificants de la proteina mentre que ICAD-S li
mancava ["altim ex6 degut a la no prévia eliminacié de I’intro 5 (Figura 142). Treballs posteriors de
mutagenesi dirigida en les dues isoformes d’ICAD, rebelaren els residus d’acid aspartic (Asp117 i
Asp224) en els quals caspasa-3 realitza el processament proteolitic de les dues isoformes (Sakahira,
Enari et al. 1998). En aquests experiments també, s’observa que la manca d’un correcte
processament d’ICAD podia evitar I’activacié de 1’endonucleasa (Sakahira, Enari et al. 1998). De
fet, es detecta que el processament d’ICAD en el residu del segon tall proteolitic per part de
caspasa-3 (Asp224) era menys eficient quan la proteina es mutava en el primer tall proteolitic
(Aspl17). En aquest sentit, la diferéncia d’efectivitat de processament del substracte acabava
suggerint que el segon tall proteolitic s’afavoria per la prévia eliminaciéo de la part N-terminal
d’ICAD (Wohrl and Hacker 1999).
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Figura 142. Generacio de les dues isoformes d’ICAD: ICAD-L i ICAD-S. El precursor de RNAm per I’expressio de
les dues isoformes (al mig) es porcessa per splicing alternatiu donant lloc al respectiu precursor de la isoforma de ICAD-
L (a dalt) i al de la ICAD-S (a baix). El precursor de la ICAD-L conté els 6 exons (regions codificants indicades en
quadrats grisos numerats) per 1’eliminacié de tots els respectius introns (regions no codificants mostrades com a regions
lineals ubicades entre els diferents exons). En el cas pero del precursor de ICAD-S, I’intrd 5 no es processa pel que és
deficient en I’altim ex6. Les fletxes puntejades indiquen les posicions del primer codd de terminacié (adaptat de
(Kawane, Fukuyama et al. 1999)).

ICAD ¢és doncs, per excel-léncia I’inhibidor endogen fins ara reportat de CAD. No obstant,
s’ha descrit també la funcio inhibitoria de I’endonucleasa per part del compost quimic antitumoral
curcumina . Aquest agent pot induir una mort apoptotica amb activacié de caspases i condensacio
de la cromatina, pero és incapag¢ d’estimular la fragmentacid internucleosomal de I’ADN (Sikora,
Bielak-Zmijewska et al. 2006).

En qualsevol cas, la funcié apoptotica de la fragmentacid internucleosomal de 1’ADN
s’associa definitivament a 1’endonucleasa CAD/DFF40/CPAN amb el treball de Mukae i
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col-laboradors. En aquest treball, es va correlacionar de forma directa els nivells d’expressio de
CAD en diferents tipus cel-lulars amb la fragmentacié apoptotica de I’ADN (Mukae, Enari et al.
1998). Per altra banda, la generaci6 del ratoli knockout de CAD i el del seu inhibidor ICAD, tots
dos viables perd deficients en la induccid dels hallmarks apoptotics, també van contribuir a
considerar CAD com al factor responsable de la fragmentaci6é apoptotica de I’ADN (Kawane,
Fukuyama et al. 2003; Zhang, Liu et al. 1998).

4.2.2.B. Requeriments bioquimics i estructurals per I’activitat de CAD

Entre els requeriments bioquimics necessaris per 1’activitat de CAD destaquen la preséncia
dels ions bivalents Mg2+ i 1’abséncia de Ca2+ (Widlak and Garrard 2001). Per altra banda,
I’activitat de CAD es pot inhibir per Cu2+ i afavorir amb concentracions de K+ d’entre 50 i 125
mM (Widlak and Garrard 2001). A més, CAD posseeix una alta activitat en un ampli rang de pH de
7,0 a 8,5 (Widlak and Garrard 2001; Widlak, Li et al. 2000). No obstant, CAD ¢és capag¢ de formar,
en presencia d’ICAD, un complexe estable amb I’ADN de forma independent a la preséncia del 16
Mg2+. De fet, la propia unié del complexe CAD-ADN ja estimula la posterior activitat de
I’endonucleasa amb 1’ensamblatge de I’homodimer al voltant de I’ADN. D’aquesta manera, es
facilita I’accés del substracte al centre catalitic de la nucleasa (Korn, Scholz et al. 2005).

CAD t¢ preferéncia per ’ADN de doble cadena amb capacitat també d’hidrolitzar I’ADN
de simple cadena. No obstant, I’endonucleasa no disposa d’una especificitat de seqiiéncia, tot i que
adopta major preferéncia per les regions amb un parell d’eixos de simetria (Widlak, Li et al. 2000).
Cal afegir, que també s’ha descrit que 1’endonucleasa pot degradar ADN plasmidic perd a
diferéncia dels nuclis aillats, es requereixen majors concentracions de I’enzim (Liu, Li et al. 1998).

Per altra banda, també es va reportar la existéncia de varies proteines nuclears que poden
afavorir I’acci6 de fragmentacid apoptotica de ’ADN de CAD. La preséncia de proteines
associades a la cromatina com HMG-1 i -2 (high mobility group), histona H1 i topoisomerasa II, és
capag d’estimular 1’activitat de la DNAsa (Liu, Li et al. 1998; Toh, Wang et al. 1998; Widlak, Li et
al. 2000). D’alguna manera doncs, el tall de CAD en la cromatina ha de ser dirigit en la regio
internucleosomal per afavorir I’accés de I’endonucleasa en aquestes regions.

!1E:£I?I|7 lzfirEDEJJ
! 331
DFF45 | | | -
1 117

n'l | |

118 224
I]E_ L ]

125 331

N3 [ 1

Figura 143. Formes truncades de la proteina DFF45/ICAD. Diferents formes d’ICAD generades a partir de totes les
combinacions possibles de mutaci6 en els residus de tall proteolitic de caspasa-3 (DETD117 i DAVD224). S’obtenen tres
proteines ICAD amb ecada un dels tres dominis de forma individual (D1, D2 i D3), més dues altres possibles proteines
amb la combinacié dels dominis D1-D2 i D2-D3 (modificat de (McCarty, Toh et al. 1999)).
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Estructuralment, CAD consta principalment d’un domini catalitic en la part C-terminal i un
domini regulador en la part N-terminal. La deleci6 del domini catalitic implica una CAD inactiva
perd que pot estar unida al seu inhibidor. La deleci6 en canvi de 1’altre domini, genera una nucleasa
constitutivament activa encara que amb menor grau que la wild type. Per contra, aquesta forma
mutada de CAD no es pot unir amb ICAD i no requereix, per tant, de 1’activacié de caspasa-3
(Inohara, Koseki et al. 1999).

De fet, I’0ptima interaccio entre ICAD i CAD és determinant pel correcte plegament de
I’endonucleasa i el conseqiient manteniment del seu estat soluble i funcional. Dels tres dominis
generats d’ICAD originats pel processament de caspasa-3 (D1 com a regié N-terminal, D2 com a
intermedia i D3 com a regid C-terminal), s’ha reportat que el domini D1 és crucial com a xaperona
en la sintesi de novo de CAD (McCarty, Toh et al. 1999) (Figura 143). A més a més, les formes
truncades d’ICAD amb processament parcial dels seus dominis (D1+D2 i D2+D3) poden també
unir-se a CAD amb alta afinitat i contribuir en el manteniment del seu estat soluble (McCarty, Toh
et al. 1999; McCarty, Toh et al. 1999) (Figura 144).

El domini N-terminal regulador de CAD sembla ser la tinica regié homologa amb la part
també N-terminal d’ICAD. Aquestes regions es caracteritzen per presentar 1’anomenat domini
CIDE-N (cell death inducing DFF45-like effector-N-terminal) (Lugovskoy, Zhou et al. 1999). De
forma més concreta, en mamifers s’han descrit tres gens codificants per proteines relacionades
estructuralment amb ICAD denominades CIDE-A, CIDE-B i CIDE-C/CIDE-3 constituides pel
domini CIDE-N, com a domini regulador i el domini CIDE-C, com a domini requerit per la
execucié de I’apoptosi (Liang, Zhao et al. 2003). De forma interessant, s’ha demostrat que
I’expressié de CIDE-A o CIDE-B és capag¢ d’induir la fragmentacid apoptotica de ’ADN i que
aquest efecte funcional s’inhibeix per ICAD a través de la seva interacci6 pels dominis CIDE-N de
les diferents proteines (Inohara, Koseki et al. 1998). El mateix tipus d’interacci6 amb ICAD es
reporta amb CAD a nivell dels dominis CIDE-N. A més, s’ha establert que el domini N-terminal de
CAD pot induir el plegament de novo del domini N-terminal d’ICAD (Zhou, Lugovskoy et al.
2001). El complexe resultant d’aquesta interaccio es caracteritza per una combinacié d’interaccions
hidrofiliques i hidrofobiques amb una disposici6 estructural convexa de CAD i concava d’ICAD de
les seves superficies d’interaccio (Zhou, Lugovskoy et al. 2001).

En qualsevol cas, I’estructura de la moleécula de CAD com a monomer es constitueix pel
domini N-terminal o domini C1 (domini CIDE-N), el qual és determinant en la interaccié del seu
inhibidor; un domini més petit reponsable de la homodimeritzacié de la molécula, anomenat
domini C2; i el domini C-terminal com al domini catalitic o altrament anomenat domini C3. C2 es
constitueix per tres helixs a, mentres que el domini C3 de major tamany el formen també varies
helixs o amb 4 cadenes P i un loop llarg C-terminal (Figura 144). C3 conté el centre actiu de CAD
caracteritzat per tenir residus d’histidina altament conservats (His242, His263, His308 i His313)
essencials pel manteniment de la funcido de la nucleasa (Meiss, Scholz et al. 2001; Sakahira,
Takemura et al. 2001).
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Figura 144. Mecanisme d’acci6 de DFF45/ICAD com a xaperona i inhibidora de I’activitat de DFF40/CAD. La
proteina ICAD (amb els dominis D1, D2 i D3) interacciona amb CAD durant la seva traducci6 als ribosomes. El domini
D1 d’ICAD s’uneix de fomra exclusiva i rapida al domini soluble A de CAD que conté els 80 primers residus
aminoacidics. Aquesta primera uni6 €s critica per I’expressi6 soluble de 1’endonucleasa. Expressada de forma completa la
proteina CAD (amb el domini N-terminal regulador indicat com A i el domini C-terminal catalitic referit com a C), la
inhibici6 de I’endonucleasa es realitza pel manteniment de la seva interaccié amb ICAD a nivell de D1 i D2, o bé D2 i
D3 sent D2 determinant en el bloqueig del domini catalitic. El tall proteolitic de les caspases en ICAD porta a la
dissociaci6 del complexe per la conseqiient alliberaci6 i activacié de 1’endonucleasa. Els dominis D1 i A corresponen als
dominis CIDE (adaptat de (McCarty, Toh et al. 1999)).

La forma activa de CAD, pero, acaba sent un homodimer on els dominis C3 dels
monomers donen lloc a una estructura de tisora oberta en la qual les fulles d’aquesta tisora
defineixen una zona amplia i profunda per I’ADN a fragmentar (Figura 145). D’aquesta manera,
1’ADN de doble cadena pot acomodar-se de forma favorable en aquesta zona per tal de tenir accés i
arribar als residus d’histidina rellevants per ’activitat catalitica de CAD (Woo, Kim et al. 2004).
Per altra banda, existeixen residus aminoacidics essencials per la unié de 1’endonucleasa al solc
major de ’ADN situats dins i al voltant de la helix-a 4 de CAD, que s’estableixen a partir de
I’aminoacid 156 (Reh, Korn et al. 2005). Tot i aixi, s’ha descrit que una simple substituci6 del
residu ja en la posicio 155 de lisina per un de glicina, no permet la unié6 de CAD a I’ADN (Korn,
Scholz et al. 2005).
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Figura I4 5. Estructura monoméricai diméricad e DFF 40/CAD. A [I’esquerre, estructura monomerica de
I’endonucleasa CAD amb C1 com a domini N-terminal (CIDE-N), C2 com a domini de dimeritzacié i C3 com a domini
catalitic. El domini C1 no es mostra (s’indica en forma d’esfera) i el domini C3 s’indica amb el seu centre actiui els
residus d’histidina i lisina rellevants per 1’activitat catalitica de CAD. A la dreta a la part superior, 1’estructura
homodimérica de CAD en forma de tisora oberta i a la part inferior, la mateixa estructura interaccionant amb 14 parells
de base d’ADN modelat. La interaccié es mostra de forma especifica a nivell de la hélix-a 4 del domini C3 de CAD amb
el solc major de I’ADN (adaptat de (Woo, Kim et al. 2004)).

4.2.2.C. Localitzacié cel-lular i estat d’oligomeritzacié del complex ICAD-CAD

La idea original sobre la localitzacio del complexe ICAD-CAD estipula que [ CAD manté
segrestada 1’endonucleasa al citoplasmadec ¢l-lules en creixement i queen condicions
apoptotiques, després del procesament caspasic d’ICAD, CAD es transloca al nucli per exercir la
seva funci6 de fragmentacio de ’ADN apoptotica (Enari, Sakahira et al. 1998). A més, experiments
de subf raccionament realitzats en di ferents t ipus ce 1-lulars tumorals hum ans rebelaren que la
localitzacio de les dues isoformes d’ICAD era exclusivament citosolica (Sabol, Li et al. 1998). No
obstant, en paral-lel sorgiren diferents treballs amb proteines de fusié (com GFP-ICAD i i GFP-
CAD)en els que es demostrava una localitzacidé nuclear de les d ues proteines en cél-lules en
creixement provinents de po rc, pollastre i huma (Samejima and E arnshaw 1998; Samejima and
Earnshaw 2000). Al seu torn, aquests resultats es correlacionaven amb dades obtingudes d’estudis
de subfraccionaments cel-lulars on també s’havia observat una localitzacié nuclear tant de CAD
com del seu inhibidor (Chen, Stetler et al. 2000; Samejima and Earnshaw 1998). En un primer
moment, perd, I’analisi de la seqiiéncia d’ ICAD de llavors no revela cap seqiiéncia de localitzacio
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nuclear. Es va postular, inclus, sobre la possibilitat que ICAD es transportés al nucli cosntituint un
complexe amb una altra molécula portadora de la seqiiéncia de localitzacio nuclear (Samejima and
Earnshaw 1998). Posteriorment, el treball de Samejima i Earnshaw identifica una seqiiéncia rica
d’aminoacids basics en la part C-terminal d’ICAD-L que podia funcionar com a una seqiiéncia de
localitzacio nuclear autonoma. En concret, s’observa una localitzacid especifica nuclear de GFP-
ICAD-L, mentres que que ICAD-S es localitzava de forma difusa en tota la cél-lula (Samejima and
Earnshaw 2000). Aquesta localitzacio descrita per les dues isoformes d’ICAD també s’havia
observat pels complexes ICAD-L-CAD i ICAD-S-CAD (Scholz, Korn et al. 2002). Per altra banda
i1 de forma més especifica, també es va reportar sobre la preséncia del complexe ICAD-S-CAD en
la fraccid nuclear, mentres que la isoforma ICAD-S per si sola sense acomplexar-se amb
I’endonucleasa, es localitzava tinicament al citosol (Chen, Stetler et al. 2000). Altres autors, pero,
mostren que el complexe ICAD-CAD es localitza en les fraccions citosolica, microsomal i nuclear
(Nagata, Kishi et al. 2002).

Treballs més posteriors, pero, sostenen la idea que la translocacio nuclear del complexe
ICAD-CAD es regula a través d’una importina o/f mitjancant una interaccié6 amb les regions C-
terminals de les dues proteines del complexe (Neimanis, Albig et al. 2007). Els mateixos autors
indiquen també, que una regid rica en aminoacids basics de la regi6 C-terminal de cada subunitat
(RLKRK en DFF40 i KRAR en DFF45) és essencial per ’acumulacié nuclear del complexe. De
fet, es postula sobre la idea que la translocacié de DFF cap al nucli consisteix en un reconeixement
simultani d’aquestes regions C-terminal de les dues proteines per part de la importina o (Neimanis,
Albig et al. 2007).

Pel que fa a I’estat d’oligomeritzacid dels diferents components del complexe ICAD-CAD,
es creu que la major part de les cadenes DFF45/ICAD s’associen entre elles mateixes o amb altres
cadenes polipeptidiques per constituir trimers o tetramers (Sabol, Li et al. 1998). A més, s’ha
observat que els complexes DFF40-DFF45 es troben en forma d’heterodimers i que després de la
seva activacio per part de caspasa-3, DFF40 forma part de macrocomplexes (Liu, Zou et al. 1999).
A més a més, també s’ha reportat la presencia de monomers lliures de DFF45/ICAD-L i
DFF35/ICAD-S in vivo detectats en excés respecte a DFF40/CAD (Lechardeur, Dougaparsad et al.
2005; Widlak, Lanuszewska et al. 2003). L’expressio dels diferents inhibidors sembla no trobar-se
regulada de forma estequiomeétrica d’acord al nimero de molecules de DFF40/CAD sintetitzades
(Widlak, Lanuszewska et al. 2003). De fet, s’ha establert que de forma concreta els monomers
lliures de DFF45/ICAD-L poden inclus arribar a associar-se amb homo-oligomers de DFF40/CAD
préviament activada bloquejant de nou la seva activitat (Widlak, Lanuszewska et al. 2003).

Altres treballs sustenten la idea que el complexe ICAD-CAD en la seva forma inactiva
conté dues molécules de DFF45/ICAD-L i1 dues de DFF40/CAD. Amb el complexe activat, es
pensa que aquest esta compost igualment per dues molecules de CAD o com a maxim quatre. En
aquest model de complexe, s’han postulat dues vies alternatives d’activacié de DFF40/CAD
(Lechardeur, Dougaparsad et al. 2005). D’una banda, 1’alliberament d’una sola molécula de
DFF40/CAD de I’heterotetramer DFF (CAD2/ICAD2) podria promoure la seva associacié amb una
altra molécula monomérica de DFF40/CAD per constituir la nucleasa activa (CAD2). O
alternativament, també s’ha postulat sobre la possibilitat que un cop processada DFF45/ICAD-L,
DFF40/CAD es constitueix en forma de trimer (CAD2/ICAD). Seguidament, el tall de la segona
molécula de DFF45/ICAD-L permetria que la DFF40/CAD dimérica formés el dimer actiu. Tots
dos models, pero, estableixen que I’activacio de I’endonucleasa requereix la proteolisi de suficient

80



INTRODUCCIO

quantitat de DFF45/ICAD-L per permetre la dimeritzacié de DFF40/CAD (Lechardeur,
Dougaparsad et al. 2005).

4.2.2.D. Expressio i funcio6 de les isoformes d’ICAD: ICAD-S i ICAD-L

L’expressi6 de les dues isoformes d’ICAD es reporta en un ampli rang de linees cel-lulars
humanes, sent ICAD-L la forma predominant en els citosols de la major part de les cel-lules
analitzades (Sabol, Li et al. 1998). No obstant, altres treballs apunten a I’expressio diferencial de
les isoformes en sentit contrari. DFF35/ICAD-S s’expressa en major grau, per exemple, en
glioblastomes pero en menor grau en meduloblastomes, sent aquesta la darrera tendéncia en els
tipus cel-lulars neuronals (Masuoka, Shiraishi et al. 2001). Els nivells d’expressio en ratoli, pero,
difereixen bastant dels analitzats en tipus cel-lulars humans. Mentres DFF45/ICAD-L és més
abundant per exemple en teixits com la melsa i timus correlacionat al seu torn amb uns bons nivells
de DFF40/CAD, DFF35/ICAD-S ¢és més abundant que DFF45/ICAD-L en cél-lules MEF
correlacionant-se a la vegada, amb una baixa expressio de DFF40/CAD (Nagase, Fukuyama et al.
2003).

Funcionalment, ICAD-L es va associar des del principi com a inhibidor de DFF40/CAD i
proteina xaperona de l’endonucleasa crucial pel seu correcte plegament i expressiéo funcional.
DFF35/ICAD-S, en canvi, s’apunta com a molt en alguns treballs amb una accid inhibitoria sobre
Iactivitat de I’endonucleasa tant in vivo com in vitro (Gu, Dong et al. 1999; Sakahira, Enari et al.
1999). Per altra banda, cal dir que s’han identificat les regions peptidiques requerides per
interaccionar i realitzar I’acci6 inhibitoria de CAD en les dues isoformes d’ICAD (Gu, Dong et al.
1999). Respecte a la possible funcid de xaperona per part de DFF35/ICAD-S, s’ha reportat en
alguns models cel-lulars on ICAD-S és la isoforma predominantment expressada, que aquesta pot
estimular la fragmentacio apoptotica de I’ADN després del seu processament. Entre aquests models
es troben diferents teixits de rata i ratoli. Aquestes dades acaben suggerint la possible actuacié de
DFF35/ICAD-S com a xaperona de DFF40/CAD (Chen, Stetler et al. 2000).

Per altra banda, els ratolins knockout d’ICAD son incapagos d’expressar CAD pel que es
reafirma la rellevancia funcional d’ICAD com a xaperona de I’endonucleasa (Zhang, Liu et al.
1998). A més, també s’ha vist que la restitucié de la isoforma ICAD-L pero no de la ICAD-S en
MEF derivades d’aquests ratolins, permet expressar de forma endogena la CAD completament
funcional (Nagase, Fukuyama et al. 2003). Cal afegir, que el domini especific implicat en la funcio
xaperona d’ICAD-L s’estableix com al domini DI perd que en el cas d’ICAD-S, varis treballs
apunten a considerar que aquesta isoforma no realitza aquesta funcido malgrat tingui el mateix
domini D1 (Gu, Dong et al. 1999; Sakahira, Enari et al. 1999). De fet, la incapacitat de
DFF35/ICAD-S d’actuar com a xaperona de DFF40/CAD es recolza per la seva deteccid in vivo en
una forma principalment lliure i no unida a ’endonucleasa (Sakahira, Enari et al. 1999). Una
possible explicacié d’aquest comportament diferencial pot ser que la manca dels 70 aminoacids de
la regié C-terminal de DFF35/ICAD-S, presents en canvi en DFF45/ICAD-L, siguin determinants
en I’execucid de la funcio xaperona (McCarty, Toh et al. 1999; Scholz, Korn et al. 2002).

Una altra dada rellevant reportada sobre la funcidé xaperona de ICAD-L és la contribucio
del sistema xaperona Hsc70 (I’homoleg de Hsp70 expressat constitutivament) — Hsp40 en el
plegament de DFF40/CAD (Sakahira and Nagata 2002). DFF45/ICAD-L es troba igualment unida
des del principi en la cadena polipeptidica inicial de DFF40/CAD sintetitzada als ribosomes. No
obstant, el sistema xaperona Hsc70-Hsp40 contribueix en el plegament de I’endonucleasa a nivell
de la regido C-terminal de DFF40/CAD en fase d’elongacid. D’aquesta manera, DFF45/ICAD-L
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unida al domini CIDE-N de DFF40/CAD és capag de reconéixer la part C-terminal parcialment
plegada de I’endonucleasa promovent el seu correcte plegament i el posterior alliberament del
complexe ICAD-L-CAD dels ribosomes (Sakahira and Nagata 2002).

Per altra banda, 1’acci6 inhibitoria de DFF40/CAD per part d’ICAD es descriu com a
especifica, donat que ICAD no ¢s capa¢ d’inhibir altres activitats DNAsas com la 11 la II
(Halenbeck, MacDonald et al. 1998; Sakahira, Enari et al. 1998).
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Les cél-lules derivades de neuroblastoma huma SH-SYS5Y s’han descrit com a un model
cel-lular capa¢ de presentar un fenotip de mort completament apoptotic després de ser sotmeses a
un estimul intrinsec de mort com, per exemple, 1’estaurosporina (Yuste, Bayascas et al. 2001;
Yuste, Sanchez-Lopez et al. 2005). No obstant, altres linies cel-lulars, també derivades de
neuroblastoma huma, pateixen una mort cel-lular depenent de ’activacio de les caspases pero son
defectives de forma completa o parcial en manifestar els dos hallmarks de la mort apoptotica, com
la morfologia nuclear apoptotica i la fragmentacié oligonucleosomal del DNA, després del
tractament amb aquest estimul apoptotic (Boix, Llecha et al. 1997; Iglesias-Guimarais, Gil-Guinon
et al. 2012). En aquest sentit, ens vam plantejar la cerca i analisi d’un tipus de mort no apoptotica
dins el propi model cel-lular de les SH-SYS5Y, com a una estratégia per estudiar nous processos de
mort cel-lular. L’estudi de vies de mort diferents a 1’apoptosi canonica resulta, perd, encara més
rellevant com a possible alternativa antitumoral quan la quimioterapia actual resulta inefectiva. Es
per aixo, que es va trobar interessant coneixer si les célules SH-SYSY podien patir un procés de
mort no apoptotica i, en cas afirmatiu, estudiar els mecanismes moleculars i bioquimics implicats.
Aixi, després de ser sotmeses a una amplia varietat d’estimuls intrinsecs de mort, 1’analisi de la
morfologia nuclear, juntament amb els assajos de viabilitat cel-lular, ens va permetre constatar un
tipus de mort diferent de I’apoptotica després del tractament amb 1’alcaloide queleritrina. A partir

d’aqui, es van establir diversos objectius més especifics associats a I’estudi d’aquest tipus de mort:

1- Caracteritzacié de la mort cel-lular en abséncia dels dos hallmarks apoptotics després del
tractament amb queleritrina.

2- Analisi i implicaci6 de les caspases en la mort cel-lular induida per queleritrina.

3- Comparacio de la mort cel-lular induida per queleritrina amb altres agents citotoxics amb
propietats semblants a 1’alcaloide (BH3 mimétics i agents intercalants).

4- Estudi del sistema ICAD-CAD en la mort induida per queleritrina.

5- Cerca de possibles inhibidors de la mort cel-lular desencadenada per queleritrina.
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MATERIALS I MEDTODES

1. Cultius cel-lulars

Les linies cel-lulars derivades de neuroblastoma huma SH-SY5Y, SKN-AS, SK-N-SH,
IMR-5, IMR-32, LAN-1, SK-NBE(2) and SK-N-JD es van mantenir en cultiu de forma rutinaria en
plaques de 100 mm (Falcon Discovery Labware, BD Biosciences) amb medi Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM, Invitrogen) suplementat amb 10% de serum fetal bovi (FBS de fefal
bovine serum, Invitrogen), 20 unitats/ml de penicil-lina i 20 pg d’estreptomicina (Invitrogen). El
medi d’aquestes cel-lules es considera com a medi complet i es canvia cada tres dies. Les cel-lules
es van mantenir a 37 °C en una atmosfera d’humitat saturada contenint 95% d’aire 1 5% de CO0,.
De forma rutinaria, les cél-lules es van rentar amb PBS (Invitrogen) i deshaderir de les plaques amb
tripsina i EDTA al 0,25% (Invitrogen) durant 1 minut a 37 °C. A continuacio, s’inactiva la tripsina
afegint medi complet i es recolliren les cel-lules per centrifugar-se a 200 xg durant 5 min. El pel-let
cel-lular es ressuspengué amb medi complet i s’addiciona 1/3 de les cel-lules a la placa de 100 mm.
De forma especifica, totes les linies de neuroblastoma excepte les SKN-AS, SK-N-SH i LAN-1, es
van aixecar de les plaques amb tripsina diluida 1/5 amb PBS.

2. Transfeccio cel-lular

La construccio6 plasmidica pcADN3-hICAD-L-Flag amb el respectiu control de transfeccid
del plasmid buit (pcADN3), es va utilitzar per ser transfectada en les cél-lules SH-SY5Y utilitzant
el reactiu del lipid cationic lipofectamina (Lipofectamine 2000 transfection reagent, Invitrogen). La
construccid plasmidica emprada com a plasmid d’expressié de la isoforma llarga d’ICAD (ICAD-
L) humana deriva del laboratori (Yuste, Sanchez-Lopez et al. 2005).

Un dia abans de la transfecci6 les cel-lules es van sembrar a una confluéncia del 70 % en
plaques de 35 mm amb medi complet. Al dia segiient, es realitza la transfeccio utilitzant 250 pl de
medi amb 10 pl de lipofectamina i 4 pug del corresponent ADN plasmidic diluit en també 250 ul de
medi sense sérum ni antibiotic. Després de deixar atemperar la dilucié amb la lipofectamina durant
5 minuts, es mesclaren les dues barreges suaument i es deixa reposar la mescla resultant 20 minuts
més a temperatura ambient. Posteriorment, es va afegir 1 ml de medi sense seérum ni antibiotic al
tub de la barreja. S’aspira el medi de les plaques a transfectar 1 s’addiciona suaument i a poc a poc
pel lateral de les plaques la barreja plasmidica. Sis hores després, es canvia el medi de transfeccio
per medi complet. En arribar al 100% de confluéncia, les cél-lules es van ressembrar en plaques de
60 mm amb medi complet i dos dies després es va procedir a la seleccid de les cél-lules afegint 0,5
mg/mL de geniticina al medi de cultiu. En paral-lel, es van sembrar c¢l-lules wt sense transfectar a
la mateixa concentracidé de geniticina com a control negatiu de seleccid. La mort de totes les
cel-lules wt per geniticina indica la fi del periode de seleccid i la retirada de I’antibiotic en les
cel-lules transfectades.

3. Assajos de viabilitat cel-lular
3.1. Assaig de supervivencia: MTT

El compost MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)) és una
sal de tetrazolium de color groc, soluble en aigua. L’assaig de supervivéncia es basa en 1’avaluacio
de la capacitat de les cel-lules per reduir aquest compost, donant lloc a una sal de formazan
insoluble en aigua i de color blau. EI compost MTT és tUnicament reduit per aquelles cél-lules
metabolicament viables que disposen de I’enzim mitocondrial succinat deshidrogenasa actiu.
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Després de la reduccio del MTT, la sal de formazan produida es solubilitza amb dimetilsulfoxid
(DMSO). La quantitat de sal formazan generada és proporcional al niimero de c¢l-lules viables.

L’assaig es va duu a terme en plaques de 96 pous utilitzant el compost MTT (Sigma) diluit
a 5 mg/ml amb DMEM (Invitrogen) sense serum. El compost es va afegir als pous de les cel-lules a
una concentracio final de 0,5 mg/ml i es deixa incubar durant almenys 30 minuts en les condicions
habituals de manteniment de les cél-lules. Passat aquest temps, s’observa en camp clar al
microscopi la formaci6 dels cristalls de formazan en les diferents cé¢l-lules viables i es procedi a
aspirar amb molta cura el medi de tots els pous. Posteriorment, amb la maxima precisid possible
s’afegiren a cada un dels pous 100 pl d’una solucio de DMSO amb una concentracio del 0,05%
d’un detergent com Tritd6 X-100 (Sigma) o NP-40 (Igepal Ca-630, Sigma). La dissolucié dels
cristalls de formazan va permetre fer una lectura dels valors d’absorbancia adquirits en les diferents
condicions. La lectura es va realitzar a través del lector de plaques BIO-TEK Power Wave XS a
590 nm 1 620 nm. Els valors finals de viabilitat cel-lular es van obtenir de la resta de la lectura de
620 nm a la de 590 nm i es van normalitzats respecte a 1’absorbancia del control cel-lular no tractat.

3.2. Assajos de mort cel-lular: alliberament de LDH extracel-lular i doble tincié nuclear de PI
i Hoechst 33342

La mort cel-lular es va determinar mitjancant els assajos d’alliberament extracel-lular de
I’enzim citosolic lactat deshidrogenasa (LDH) i la doble tincidé nuclear amb 1’agent intercalant
iodur de propidi (PI) i la bisbenzamida de Hoechst nimero 33342 (Hoechst permeable). Aquests
assajos es van realitzar en plaques de 96 pous.

La citoxicitat cel-lular mesurada per I’assaig LDH va permetre avaluar les cél-lules mortes
que posseien una membrana plasmatica desintegrada i que, en conseqiiéncia, estaven alliberant la
LDH al medi extracel-lular . La determinacié de la LDH es realitza acoblant una reaccid
colorimétrica a la reaccido de I’enzim per poder-ne fer la posterior quantificacié a través de la
lectura d’absorbancia. Per la realitzacio de 1’assaig, s’utilitzaren diversos components tals com el
substracte lactat (Sigma) i el cofactor NAD+ (Sigma) que en preséncia de LDH generaren NADH i
acid piravic. La reaccié colorimétrica s’acobla addicionant I’enzim diaforasa (Sigma) i el
substracte INT (iodonitrotretrazolium, Sigma). Aquests components en preséncia de NADH
generaren el producte colorimétric de formazan. La quantificacié de la LDH es dugué a terme de
forma indirecta a través de la lectura de 1’absorbancia d’aquest ultim producte. Els valors de les
absorbancies es van adquiririr al lector de plaques BIO-TEK Power Wave XS a 490 nm. La
normalitzacio dels valors de mort cel-lular es realitza respecte a un control positiu de mortalitat
induit per una llisi cel-lular en un control sense tractar com a condici6 maxima d’alliberament
extracel-lular de LDH. La induccié de la llisi cel-lular en el control de maxima mortalitat es realitza
sempre abans d’iniciar 1’assaig a través de 1’addicio de Tritd6 X-100 a una concentracio final de
1’1% 1 deixant actuar el detergent durant 5 minuts a temperatura ambient. Posteriorment, es procedi
a iniciar 1’assaig en la placa de 96 pous addicionant primerament 20 ul/pou de lactat a una
concentracio de 14,4 mg/ml diluit en un tamp6 de 10 mM de TrisHCI pH 8,8. A continuacio,
s’addicionaren 20 ul/pou de INT a una concentracié de 0,9 mg/ml en PBS. Posteriorment,
s’afegiren 20 pl/pou de la solucio iniciadora de la reaccid consistent en 1,65 mg/ml de NAD+, 3
U/ml de diaforasa, 0,015% de BSA (bovine serum albumin, Sigma) i 0,6% de sucrosa (Sigma). A
continuacio, es deixa reposar la placa durant 30 minuts a temperatura ambient protegida de la llum.
Finalment, s’addicionaren 40 pl/pou d’oxamat (Sigma) a 5,63 mg/ml en PBS com a solucio
finalitzadora de la reaccio i es procedi a la lectura de les absorbancies.
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Pel que fa a la determinacido de mort cel-lular mitjangant la doble tincié nuclear de PI
(Sigma) i Hoechst 33342 (Sigma), aquests es van afegir directament als pous de la placa de 96 a
una concentracio final de 1 pg/ml i 2 pg/ml respectivament diluits amb PBS. Posteriorment, es
deixa transcorre un minim de 10 minuts incubant la placa a 4°C. Passada la incubacio, es
visualitzaren 1 es preneren les corresponents imatges dels diferents nuclis tenyits a través del
microscopi de fluorescéncia Nikon ECLIPSE TE2000-E acoblat a la camera fotografica
Hamamatsu ORCA-ER. La quantificacié de la mortalitat es va analitzar a partir dels percentatges
de mort obtinguts pel recompte de cel-lules mortes (nuclis tenyits per PI) respecte el total de
cel-lules viables (nuclis tenyits per Hoechst 33342). La doble tincié nuclear, al seu torn, també va
permetre avaluar en paral-lel la morfologia nuclear adquirida en cada condicio.

4. Analisis de morfologia nuclear
4.1. Tincié nuclear amb Hoechst 33258

La morfologia nuclear amb Hoechst 33258 (Hoechst no permeable) s’analitza en plaques
de 96 pous. La tinci6 de la cromatina es realitza a una concentraci6 final de Hoechst 33258 (Sigma)
del 0,5 pg/ml, on les cél-lules es van fixar amb 2% de paraformaldehid (Sigma) en preséncia del
0,1% de NP-40 per contribuir a la permeabilitzacié de 1’agent intercalant. La solucié de tincié va
ser preparada en PBS i afegida directament al medi de cultiu. Transcorregut un temps minim de 10
minuts d’incubacié a 4°C, es procedi a I’analisi morfoldgic. Les imatges es van prendre a través del
microscopi de fluorescencia Nikon ECLIPSE TE2000-E esmentat anteriorment.

4.2. Microscopia electronica

Les cél-lules utilitzades per 1’analisi morfologic a través de mircoscopia electronica es van
sembrar en plaques de 60 mm. Després dels corresponents tractaments, les cel-lules es van recollir i
ressuspendre amb PBS suaument. Els pél-lets cel-lulars es van sedimentar a 500 xg durant 5 minuts
abans d’iniciar el protocol de microscopia electronica. A continuacio, les cel-lules es van fixar amb
una soluci6 del 2,5 % de glutaraldehid i 2% de paraformaldehid (TAAB laboratories) en un tampo
fosfat 100 mM pH 7,4 a 4°C durant dos hores. Les cél-lules fixades es van portar al servei de
microscopia electronica de la UAB on van proseguir amb el protocol de preparacié de les mostres.

5. Analisis de degradacié de ’ADN

5.1. Fragmentacioé d’alt pes molecular de ’ADN (HMW, High Molecular Weight)

La fragmentacio d’alt pes molecular de I’ADN es realitzd en cel-lules sembrades en
plaques de 35 mm. Abans de procedir al protocol HMW, les cél-lules es van recollir i rentar amb
PBS sedimentant els pel-lets a 500 xg durant 5 minuts. A continuacio, els pel-lets cel-lulars es van
ressuspendre suaument amb 7,5 pl de RNAsa A (Roche) diluida amb aigua a una concentraci6 de
10 mg/ml, i es van mantenir en gel fins al moment de carregar-les al gel d’agarosa. A cada una de
les mostres, es van afegir 7,5 pl del tampd de carrega (10 mM TrisHCI pH 8,8, 50 % glicerol i
0,1% blau de bromofenol) just abans de realitzar-ne la carrega.

La preparacio del gel d’agarosa es va fer utilitzant un motlle de gels de 15 cm x 15 cm en el
qué es van afegir 150 ml d’un gel d’agarosa al 2 % amb tampo TBE (89 mM Tris-base, 89 mM
acid boric i 2 mM EDTA, pH 8,0). En aquest suport, la pinta dels pouets es col-loca a 3,5 cm de
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I’extrem superior. Un cop preparat el gel, s’enretira la pinta i es talla el tros del gel just per sobre
dels pouets. La pinta es col-loca de nou a la seva ubicaci6 original i I’espai buit del suport del gel
d’agarosa s’ompli amb 50 ml d’un segon gel fet al 2% d’agarosa amb 2% de SDS i 64 pg/mL de
Proteinasa K (Novagen). Aquesta primera part del gel va permetre alliberar el ADN de les cel-lules
a partir de la llisi cel-lular induida pel SDS i la degradaci6 de les proteines acomplexades amb el
ADN per ’efecte de la proteinasa K. Constituida aquesta part superior del gel, es submergi el gel
en una cubeta que contenia el tampo TBE 0,5X. Un cop preparat el gel, es carregaren les diferents
mostres deixant-les reposar 5 minuts abans d’iniciar la migraci6. L analisi electroforétic es realitza
a 45V durant 16 hores. Posteriorment, es procedi a tenyir el gel amb una soluci6 del 2 pg/mL de
bromur d’etidi diluit amb aigua destilada. El gel s’incuba dues hores amb la soluci6 de tincio i a
continuaci6 es realitzaren dos rentats amb aigua destilada de 30 minuts. E1 ADN es va visualitzar
utilitzant un transil-luminador d’UV acoblat a una camera fotografica (Syngene Gene Genius).

5.2. Fragmentacio oligonucleosomal de ’ADN (LMW, Low Molecular Weight)

S’han utilitzat dos métodes per la determinacio de la fragmentacié oligonucleosomal de
I’ADN. El primer es va basar en realitzar ’extraccié de ’ADN amb fenol: cloroform: alcohol
isoamilic (25:24:1) i la precipitacié amb acetat d’amoni 7,5 M i etanol absolut. El segon métode va
consistir en la precipitacié de I’ADN amb NaCl 1,5M i etanol absolut. En tots dos casos es parti de
cel-lules sembrades en una placa de 12 pous i es recolliren i rentaren les cel-lules amb PBS. Els
pel-lets cel-lulars es van sedimentar a 500 xg durant 5 minuts.

Meétode d’extraccié amb fenol: cloroform: alcohol isoamilic (25:24:1) i precipitacié amb acetat
d’amoni 7.5 M i etanol absolut

Després del rentat de PBS, el pél-let de cél-lules es va ressuspendre amb 250 ul amb aigua
miliQ (bidestilada) suplementada amb 200 pg/ml de proteinasa K i 20 pg/ml de RNasa A. A
continuacio, es van afegir 250 pl més perd del tampd de llisi SDS 2X (20 mM Tris-HCI, pH 6,8,
300 mM NaCl, 2mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), 2% SDS) pel lateral dels tubs sense
ressuspendre. Les mostres es van esclafar en un bany a 50°C durant 30 minuts per degradar les
proteines extretes i eliminar el RNA present. Cada 10 minuts, les mostres es van agitar per inversio.
Passats els 30 minuts, les mostres adoptaren un aspecte liquid sense cap esséncia de viscositat. En
aquest punt es procedi llavors a I’extraccié de I’ADN utilitzant un volum (500 pl) de fenol:
cloroform: alcohol isoamilic (Sigma). Després d’afegir el fenol cloroform, les mostres es van
barrejar vigorosament i, a continuacio, es van centrifugar durant 15 minuts a 14.000 rpm a
temperatura ambient. Posteriorment a la centrifugacid, es van observar dues fases amb una
interfase lipidica, quedant la fase aquosa en la part superior on és present el ADN extret, i la fase
organica en la part inferior. A continuaci6, es procedi a traspassar amb molta cura la fase aquosa
(400 pl). Posteriorment, es va precipitar el ADN amb dos volums (800 ul) d’etanol absolut fred i
mig volum (200 pl) d’acetat amonic 7,5 M almenys durant 1 hora a -20°C. Passat el temps de la
precipitacio, les mostres es van centrifugar a 16.000 xg durant 10 minuts a 4°C i es descarta el
sobrenedant per decantacid. El pél-let blanquinés de ADN precipitat es va rentar amb etanol del
70% 1 es centrifugd de nou a 16.000 xg durant 10 minuts a 4°C. Posteriorment, s’aparta el
sobrenedant i es deixa assecar el pél-let de ADN a temperatura ambient o, en alguns casos, a 37°C.
A continuacio, s’afegiren 40 pl del tamp6 TE (10 mM Tris-HCI pH 8,8, ImM EDTA) suplementat
amb RNAsa A a una concentracio final de 20 pg/ml pel lateral del tub sense arribar a ressuspendre
el pel-let de ADN. Per assolir la completa dissolucié de I’ADN, les mostres s’escalfaren durant 30
minuts a 50°C. Passat aquest temps, es comprova la dissolucié de I’ADN en un estat liquid no
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viscos i es procedi llavors a la carrega de les mostres. Es carrega un cinqué de les mostres afegint
glicerol a una concentracio final del 10%. Les mostres es van carregar en un gel d’agarosa del 1,8%
en TAE (40 mM Tris acetat, pH 7,5, ImM EDTA). La migraci6 electroforética es realitza utilitzant
el tamp6 TAE 0,5X a 90V durant aproximadament 30 minuts. El gel es tenyi amb bromur d’etidi a
una concentracio de 0,5 pg/ml diluit amb aigua destilada durant 15 minuts amb dos posteriors
rentats d’aigua destilada. El ADN es va visualitzar per mitja del transil-luminador (UV)
anteriorment anomenat.

Meétode de precipitacié de ’ADN amb NaCl 1.5M i etanol absolut

Després del rentat amb PBS, el pel-let cel-lular es va ressuspendre amb 70 pl d’aigua miliQ
amb 1’addicié posterior de 330 pl d’un tampé de llisi amb 100 mM Tris-HCI, pH 8,8, 5 mM EDTA,
0,2 M NaCl, 0,2% SDS i suplementat amb 200 pg/ml de proteinasa K. Les mostres es van escalfar
a 50°C durant 30 minuts fins obtenir un extracte liquid no viscoés. A continuacio, s’afegiren 170 pl
de NaCl 5 M i es mesclaren vigorosament les mostres per ser centrifugades a 14.000 rpm durant 15
minuts a temperatura ambient. Inmediatament després de la centrifugacid, es traspasa la fase
liquida a un tub nou amb molta cura i sense emportar-se restes cel-lulars del pél-let precipitat per
efecte de la sal addicionada. Posteriorment, es precipitd el ADN amb un volum d’etanol absolut i
després de la seva mescla per inversio suau es deixaren les mostres 1 hora a -20°C. A partir d’aqui,
es procedi de la mateixa manera que 1’anterior métode.

6. Extraccions de proteina i Western Blot

Les extraccions de proteina per I’analisi de Western Blot es van realitzar a partir de
cel-lules provinents de plaques de 35 mm. Després de realitzar els corresponents tractaments, les
cel-lules es van recollir, rentar amb PBS i sedimentar a 500 xg durant 5 minuts. A continuacio, els
pel-lets es van llisar amb 10 volums del tamp¢ de llisi “SET buffer” (10 mM Tris-HCI, pH 6,8, 150
mM NaCl, ImM EDTA, 1% SDS) i escalfar a 95°C durant diferents cicles de 10 minuts fins
obtenir uns extractes liquids no viscosos. L’extraccid total de proteina amb el “SET buffer”
s’utilitza per I’analisi de proteina per Western Blot, mentres que de forma alternativa s’empra
I’extraccié de proteina amb el tampo de llisi NP-40 (50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1 mM EDTA, 150
mM NacCl, 1% NP-40 (Igepal Ca-630), 1 mM PMSF) per 1’assaig d’activitat de caspasa DEVDasa.
En aquesta extraccio, els pél-lets de les cél-lules es van ressuspendre amb 5 volums del tamp6 de
llisi NP-40 deixant incubar els llisats en gel durant 10 minuts. A continuaciod, es van centrifugar les
mostres a 16.000 xg durant 15 minuts a 4°C i s’aparta el sobrenedant en tubs nous, ja freds. La
concentracié de la proteina en tots dos tipus d’extraccions es va determinar a través de 1’assaig
Lowry (Bio-Rad DC protein assay, Bio-Rad). Els extractes totals de proteina es van carregar en una
quantitat d’entre 15 i 50 ug de proteina i separar en gels de poliacrilamida-SDS. La migracio
electroforctica es va realitzar a 25 mA per gel emprant el tampo6 de migracié (25 mM Tris-HCIL, 192
mM Glicina, 0,1 % de SDS). Posteriorment, les proteines es van transferir en membranes de
Polyvinylidene difluoride (PVDF) Immobilon-P (Millipore) préviament activades amb metanol
(Scharlau) i mantingudes a 4°C en el tamp¢6 de transferéncia (20% de metanol i Tris Glicina (25
mM Tris-HCl1 i 192 mM Glicina)) fins a la seva utilitzacio. La transferéncia es va fer a 100V durant
1h i 15 minuts utilitzant el darrer tamp6 esmentat. Un cop transferides les proteines, les membranes
es van bloquejar amb el tamp6é TBS-T (20 mM Tris-HCI pH 8,0, NaCl 150 mM 1 0,1% Tween-20)
amb 5% de llet desnatada i sense additius en pols durant una hora a temperatura ambient. Després
del bloqueig, la membrana es va rentar 3 cops durant 5 minuts amb el tampdé TBS-T. A
continuacio, s’incuba la membrana amb I’anticds primari diluit en TBS-T durant 1h a temperatura
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ambient o O/N (overnight) descrits en la taula I. Posteriorment, la membrana es renta de nou amb
TBS-T durant tres rentats de 5 minuts. Finalment, s’incuba la membrana amb el corresponent
anticos secundari (taula I) diluit amb TBS-T amb 2,5 % de llet desnatada i sense additius en pols
durant una hora a temperatura ambient o bé, entre 2,5h i 4h a 4°C. A continuacio, la membrana es
va rentar altre cop amb TBS-T durant 3 rentats de 10 minuts. A partir de la peroxidasa conjugada
als diferents anticossos secundaris incubats, es realitza la reaccid de quimioluminiscéncia per part
de I’enzim conjugat utilitzant el sistema EZ-ECL chemiluminescence detection kit (Biological
Industries). De forma alternativa i més freqlientment, la senyal quimioluminiscent de les
membranes es va rebelar utilitzant ECL homemade preparat a partir de la mescla d’ECL1 (Tris-HCl
0,1M pH 8,5, 2,5 mM Luminol, 0,4 mM Acid p-comaric) i ECL2 (Tris-HC1 0,1M pH 8.5, 6,3 mM
Peroxid d’hidrogen).

a-Caspase-2 (11B4) 51kDa 32kDat  Rat 1/ 2000 Enzo Life ALX-804-356

18kDa Sciences
a-Caspase-9 (584) 45kDa, 37kDai Mouse  1/5000 MBL MO054-3
35kDa
a-Caspase-3 32kDa, 19kDai Rabbit 1/2000  Cell Signaling 9662
17 kDa Technology
a-Caspase-6 (3E8) 34kDailSkDa Mouse 1/2000 MBL MO070-3
a-Caspase-7 35kDai20kDa Rabbit 1/2000 Cell Signaling 9492
Technology
a-Fodrin (AAB) 240kDa, 180  Mouse 1/10000 Millipore MAB1622
kDa, 150 kDa |
120 kDa
a-laminA/C (JOL2) 74kDa, 65kDa, Mouse 1/2000 Abcam Ab40S567
42kDai37 kDa
a-p23 (1)3) 23kDail7kDa Mouse 1/10000 Novus NB300-576
Biological
Europe
a-PARP (cleaved) 85 kDa Rabbit 1/10000 Cell Signaling 9542
Technology
a-ICAD/DFF45 (6B8) 45kDa, 35kDa, Mouse 1/40000 MBL M037-3
24 kDa, 18kDa i
11kDa
a-CAD/DFF40 40 kDa Rabbit 1/500 Millipore AB16926
a-PKM2 84 kDa Mouse 1/5000 Abnova HO0005315-
AD1
a-Topoisomerase | 90 kDa Mouse  1/2000 TOPOGEN 2012-4
a-Cytochrome C 15 kDa Mouse  1/5000 BD 556433
(7H8.2C12) Pharmingen
a-Smac/DIABLO 25 kDa Rabbit  1/5000 ProSci 2409
a-Bel-X, 26kDa Mouse  1/5000 Sigma 89429
(2H12)
a-Mouse IgG - Rabbit 1/20000 Sigma A9044
a-Rabbit IgG . Goat  1/20000 Sigma A0545
a-RatIgG - Goat 1 /20000 Sigma A9037

Taula I. Llistat d’anticossos primaris i secundaris utilitzats.
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7. Analisi d’activitat de caspases: assaig d’activitat DEVDasa

L’analisi d’activitat de caspases s’executa utilitzant el substracte de caspases fluorogenic
N-acetyl-DEVD-afc  (7-amino-4-trifluoromethylcoumarin)  (Calbiochem).  L’emissi6  de
fluoresceéncia succeia quan la molécula afc del substracte s’alliberaba del péptid DEVD. Els
extractes amb activitat de caspases reconeixien aquest tetrapéptid (principalment les caspases
executores 3 1 7) i permetien 1’escisi6 del substracte fluorogenic després del residu aspartic final
contribuint aixi, a I’emissié de la senyal fluorescent per mitja d’afc.

L’analisi d’activitat de caspases es va fer partint de cél-lules sembrades en plaques de 35
mm i emprant 20 pg d’extractes proteics obtinguts mitjancant la Ilisi amb el tamp6 d’extraccié NP-
40 (veure apartat 5.6. Extraccions de proteina i Western Blot). S’utilitzaren plaques de 96 pous
addicionant 50 pl dels extractes proteics diluits amb el tampo de 1lisi NP-40 més 50 pl del tampo
d’activitat 2x (100 mM Tris-HCI, pH 7,4, 4 mM EDTA, 4 mM EGTA, 10 mM DTT, 20% sucrosa,
2 mM PMSF i 40uM del substracte Ac-DEVD-afc). La incubacié es va realitzar a una temperatura
de 37°C i en triplicats. La lectura de la senyal fluorescent es va fer mitjangant 1’espectrofluorimetre
BIO-TEK Synergy HT amb un filtre d’excitaciéo de 360 nm i un filtre d’emissi6 de 460 nm. Les
mesures es van prendre durant una cinética de 12 hores amb una mesura cada hora.

8. Subfraccionament cel-lulars
8.1. Subfraccionament citoplasmatic

El subfraccionament citoplasmatic es dugué a terme emprant cél-lules provinents de
plaques de 35 mm. Després dels diferents tractaments, les cél-lules es van recollir, rentar amb PBS
i sedimentar a 500 xg durant 5 minuts A continuacid, es realitza ’extraccié de proteina dels
diferents pel-lets per mitja d’un tamp6 de subfraccionament citosolic amb 70 mM sucrosa, 220 mM
manitol, 5 mM HEPES-KOH pH 7,2, 10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA,
0,01% digitonina, 1 mM PMSF i 1 mM DTT. Els pél-lets de les cél-lules es van ressuspendre amb
5 volums d’aquest tampd i s’incubaren en gel durant 5 minuts. Posteriorment, es realitzaren varies
centrifugacions seriades dels llisats a 4 °C durant un minut en les que s’anava apartant el
sobrenedant i centrifugant de nou aquest en 1’ordre de 1.000 rcf, 3.000 rcf, 8.000 rcfi 16.000 rcf.
Els extractes citoplasmatics es van quantificar per Lowry i analitzar per Western Blot.

8.2. Subfraccionament nuclear

El protocol de subfraccionament nuclear es realitza utilitzant cel-lules sembrades en
plaques de 60 mm. Després de realitzar els diferents tractaments, les cél-lules es van recollir, rentar
amb PBS i sedimentar a 500 xg durant 5 minuts Posteriorment, es van ressuspendre els pel-lets
amb 100 pl del tampd A (10 mM HEPES, pH 7,9, 10 mM KClI, 1,5 mM MgCI2, 0,34 M sucrosa,
10% glicerol, 1 mM DTT, 0,1% Trito X-100, 1 mM PMSF). A continuacié, s’incubaren les
cel-lules durant 5 minuts en gel i els llisats es van centrifugar durant 4 minuts a 1.300 xg a 4 °C. El
sobrenedant es va apartar en tubs nous frescos i centrifugar de nou a 16.000 xg a 4 °C durant 15
minuts. La fraccié citoplasmatica (C) s’obtingué a partir del sobrenedant resultant. El pel-let de
nuclis obtingut en la primera centrifugacio es va rentar dos cops amb el tampd A sense tritd (50mM
Tris-HCI, pH 6,8, ImM EDTA, 150mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF) utilitzant el mateix
volum que I’emprat en la llisi (100 pl) durant 4 minuts a 1300 xg i 4 °C. Posteriorment, la fraccio
nuclear es va llisar amb 100 ul del tampé B (3mM EDTA, 0.2mM EGTA, ImM DTT, 1 mM
PMSF) durant 15 minuts en gel. A continuacio, els llisats es van centrifugar a 1.700 xg a 4 °C
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durant 4 minuts. Els sobrenedants resultants es van considerar com a la fraccidé nucleoplasmatica
(N1) i els pél-lets derivats es van rentar un cop amb el tampo B a 1.700 xg durant 4 minuts a 4 °C
utilitzant el mateix volum que 1I’emprat en la llisi. Els darrers pél-lets nuclears es van ressupsndre
amb 100 pl de “SET buffer” i escalfar a 95 °C durant diferents cicles de 10 minuts fins obtenir els
corresponents extractes totalment liquids i transparents. La fracci6 resultant es va considerar com a
la fraccié cromatinica (N2). Els diferents extractes proteics es van quantificar per 1’assaig de Bio-
Rad de Lowry. Finalment, es carregaren entre 10 i 15 pg de proteina de cada fraccio per ’analisi de
Western Blot.

9. Deteccio de les espécies reactives de I’oxigen (ROS)

La produccio de les espécies reactives de [’oxigen (ROS) intracel-lular es detecta
mitjangant la sonda de fluorescéncia DHE (Dihydroethidium) (Sigma). DHE és permeable a la
cel-lula i en preséncia de ROS s’oxida a Eth (ethidium) preferentment per I’ani6é superoxid. Eth
intercala el ADN i emet una senyal de fluorescéncia vermella amb una longitud d’ona d’excitaci6 a
528 nmi d’emissio a 617 nm.

L’analisi de deteccio dels ROS es realitza utilitzant cél-lules sembrades en una placa de 24
pous. Després de realitzar els diferents tractaments, les cél-lules es van recollir, rentar amb PBS i
sedimentar a 500 xg durant 5 minuts. Posterioment, el pél-let de cél-lules es va ressuspendre amb
800 pl de DHE a una concentraci6 de 10 puM diluit amb PBS fred. La incubacié de les mostres amb
la sonda es realitza durant 5 minuts i en gel. Posteriorment, la senyal fluorescent cel-lular s’analitza
per citometria de fluxe mitjancant el detector FL3 del citometre Cytomics FC 500 (Beckman
Coulter). L analisi citométric es realitza amb ’adquisicié de 10.000 esdeveniments i les dades es
van processar a través del software CXP. Els resultats es van representar en histogrames segons el
nimero d’esdeveniments en els eixos de les y, respecte la intensitat de la senyal fluorescent
vermella en els eixos de les x. Les dues poblacions cel-lulars es van separar per una linia negra
discontinua diposant a la banda esquerra d’aquesta les cél-lules negatives per la deteccio dels ROS,
i a la banda dreta, la poblacio de cél-lules positives per la produccio intracel-lular dels ROS. Per a
cada condicio, es va indicar el percentatge de cél-lules positives per la deteccio dels ROS.
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RESULTATS

1. Queleritrina indueix una mort cel-lular de forma homogénia en abséncia del fenotip
nuclear apoptotic en les cél-lules SH-SYSY

Tal 1 com s’ha especificat a I’apartat d’hipotesi i objectius, com a punt de partida, es va
procedir a analitzar el fenotip nuclear de mort induit per un ampli panell d’insults citotoxics en la
linia cel-lular derivada de neuroblastoma huma SH-SYS5Y. Per fer-ho, es realitza un analisi de la
morfologia nuclear mitjangant la tincié de la cromatina amb el colorant bisbenzimida de Hoechst i
s’avaluaren els nivells de supervivéncia a través de la reduccido del compost MTT, després de
sotmetre les cél-lules SH-SYS5Y durant 24 hores a un tractament individualitzat de quinze insults
citotoxics diferents (Figura R1).

Els diferents compostos amb els quals es tractaren les c¢l-lules, incloien una amplia varietat
de mecanismes de citotoxicitat. En concret es van emprar: estaurosporina, un potent inhibidor de
quinases d’ampli espectre (Karaman, Herrgard et al. 2008); rotenona, compost que interfereix en el
transport electronic mitocondrial inhibint el complexe I, tot i que també es descriu pel seu efecte
despolimeritzaci6 de microtibuls mitjancant la seva unié a tubulina (Testa, Sherer et al. 2005;
Srivastava and Panda 2007); queleritrina, inhibidor de PKC i de la proteina antiapoptotica Bcl-Xi,
capag¢ també de manifestar propietats intercalants en I’ADN (Herbert, Augereau et al. 1990; Chan,
Lee et al. 2003; Bajaj, McLean et al. 1990); camptotecina, inhibidor de la topoisomerasa I (Liu,
Desai et al. 2000); etoposid, inhibidor de la topoisomerasa II (van Maanen, Retel et al. 1988);
oxaliplati, agent que s’uneix de forma covalent a I’ADN preferentment per interaccid a la posicio
N7 de les bases guanina que, per formacié d’adductes amb aquestes, impedeix la replicacid i
transcripcié (Graham, Mushin et al. 2004); colxicina i nocodazol, inhibidors de la polimeritzacid
dels microtibuls per la seva unio a la tubulina de forma reversible i irreversible respectivament
(Salmon, McKeel et al. 1984; Samson, Donoso et al. 1979; Hugon, Bennett et al. 1987);
thapsigargina, inhibidor de la bomba de calci del reticle endoplasmatic (SERCA,
sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase), pel que incrementa la concentracidé de calci al
citosol (Jacobs and Kronman 1977; Wictome, Henderson et al. 1992); Ac-LLN (tripeptid N-Acetil-
Leu-Leu-Norleu), potent inibidor de cathepsina L amb capacitat també d’inhibir la cathepsina B,
les calpaines I i II (Sasaki, Kishi et al. 1990; Tsubuki, Saito et al. 1996); Ac-LLM (tripéptid N-
Acetil-Leu-Leu-Met), compost amb les mateixes caracteristiques que Ac-LLN perdo amb més
poténcia a nivell d’inhibici6 de la calpaina I (Sasaki, Kishi et al. 1990; Tsubuki, Saito et al. 1996;
Vinitsky, Michaud et al. 1992); Z-FL (dipéptid Z-Phe-Leu), inhibidor de cathepsina S, tot i que de
manera feble també pot inhibir la cathepsina B (Sasaki, Kishi et al. 1990; Chen, Chang et al. 2011);
MG132 (tripéptid Z-Leu-Leu-Leu), inhibidor de calpaines i principalment de les activitats
proteolitiques del proteosoma 20S PGPH (peptidyl-glutamyl peptide hydrolyzing), la qual realitza
un trencament posterior a residus acids, i de les activitats similars a la de la tripsina (¢trypsin-like)
amb un trencament peptidic després de residus basics i a la de la quimotripsina (quimiotrypsin-like)
amb un processament proteolitic posterior a residus hidrofobics (Tsubuki, Saito et al. 1996; Prasad,
Atul et al. 2013); Z-LLF (tripéptid Z-Leu-Leu-Phe), inhibidor de calpaines, cathepsines i
principalment de l’activitat quimiotrypsin-like del proteosoma 20S (Tsubuki, Saito et al. 1996;
Sasaki, Kishi et al. 1990; Vinitsky, Michaud et al. 1992); i Z-LLnV (tripéptid Z-Leu-Leu-norVal),
que comparteix les mateixes dianes que Z-LLF pero sense inhibir les cathepsines (Tsubuki, Saito et
al. 1996; Vinitsky, Michaud et al. 1992).

Tal i com s’observa en la figura R1A, tots els estimuls citotoxics emprats en les cel-lules
SH-SYS5Y van induir una morfologia de tipus apoptotica a excepcid del compost de queleritrina, ja
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que en aquest tractament les cél-lules van mostrar un fenotip nuclear sense cap signe de
condensaci6 rellevant de la cromatina ni fragmentacié del nucli, caracteristics d’una morfologia
apoptotica. En concordanca, el grafic de recompte de nuclis apoptotics va revelar una abséncia
d’aquests durant el tractament amb queleritrina (Figura R1B). L’tnica diferéncia del fenotip
nuclear no apoptotic induit per aquest compost respecte al del control provinent de les cel-lules no
tractades (NT), semblava caracteritzar-se per una reduccid del tamany nuclear (Figura R1A). Per
altra banda, dels 15 compostos emprats, estaurosporina era I’insult citotoxic que provocava el
percentatge de nuclis apoptotics més alt (99,72%) respecte al control de les cél-lules no tractades
(1,31%) (Figura R1B). Després d’estaurosporina, els compostos que induien una major quantitat de
nuclis apoptotics van ser: ’oxaliplati (54,83%), la camptotecina (48,20%), Z-FL (45,13%),
nocodazol (43,19%), Ac-LLN (41,92%) i Z-LLF (39,98%) (Figura R1B). Per contra, els estimuls
citotoxics que van induir un baix percentatge de nuclis apoptotics en comparacio als provocats en
el tractament d’estaurosporina van ser: la colxicina (16,43%), Ac-LLM (20,42%), etoposid
(23,42%), rotenona (25,63%) i thapsigargina (27,59%) (Figura R1B).

En paral-lel, 1’assaig de supervivéncia MTT ens va permetre constatar que la morfologia
nuclear induida per queleritrina corresponia a un fenotip de mort, donat que els nivells de
supervivéncia es van reduir després del tractament amb aquest alcaloide (Figura R1C). A més,
I’analisi de viabilitat cel-lular ens va permetre establir que aquest compost, juntament amb
I’estaurosporina, eren els dos agents més citotoxics del conjunt d’insults testats, perd provocant un
fenotip nuclear de mort diferent (Figura R1C). No obstant, altres agents citotoxics també van
desencadenar una disminuci6é important dels nivells de supervivéncia cel-lular. Per una banda, van
destacar els tractaments amb oxaliplati, camptotecina o nocodazol. Aquests compostos, que havien
induit percentatges de nuclis apoptotics rellevants respecte al control no tractat perd no tan elevats
com els provocats per estaurosporina, van comprometre els nivells de supervivéncia cel-lular amb
percentatges del 8,37%, 12,83% i 17,64%, respectivament (comparar figures R1B 1 R1C). D’altra
banda, cal esmentar el cas de I’etoposid, la thapsigargina, la colxicina i la rotenona. Aquests agents
citotoxics van induir uns percentatges de nuclis apoptotics més baixos que els anteriors compostos i
que els provocats per estaurosporina, perd van ser capagos igualment de reduir els nivells de
supervivéncia cel-lular obtenint percentatges del 2,14%, 2,52%, 27,90%, i 30,77% respectivament
(comparar figures R1B i R1C). Per tant, totes aquestes dades ens van permetre constatar que, en
major o menor grau, aquests estimuls citotoxics estaven induint processos de mort heterogenics
caracteritzats per la preséncia de morfologies nuclears apoptotiques i no apoptotiques.

Per altra banda, el conjunt de les dades ens van permetre establir algunes relacions entre els
diferents mecanismes de citotoxicitat desencadenats en cada un dels compostos i el tipus i
predominancia del fenotip nuclear de mort manifestat en cada un dels tractaments. Aixi, per
exemple, els resultats analitzats ens permeten associar que la inhibicié de calpaines, cathepsines,
proteosoma o quinases, provocaven processos de mort amb percentatges de nuclis apoptotics
significatives respecte a les cel-lules no tractades. Pel que fa als mecanismes de genotoxicitat, les
dades indiquen que aquests també es poden relacionar amb un percentatge de nuclis apoptotics
important, a excepcio dels processos de mort derivats de la inhibicié de la topoisomerasa II i de
I’efecte intercalant en ’ADN. Aquests darrers mecanismes de citotoxicitat s’associen a la
manifestacié predominant de fenotips nuclears de mort no apoptotica. Referent als processos de
mort relacionats amb la induccid d’una despolimeritzacid dels microtibuls, els resultats no
permeten establir una relacié directa amb un fenotip de mort en concret. Per 0ltim, els mecanismes
de citotoxicitat que promouen un increment en les concentracions de calci citosolic, o bé
interfereixen en el transport electronic mitocondrial, també es relacionen en major o menor grau
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amb la preséncia de fenotips nuclears de mort no apoptotica. En qualsevol cas, el conjunt de les
dades suggereixen que la majoria d’estimuls citotoxics provoquen processos de mort heterogenics
donada la co-existéncia de fenotips nuclears apoptotics i no apoptotics en condicions de
citotoxicitat cel-lular. No obstant, aquest no és el cas ni d’estaurosporina ni de queleritrina.
Estaurosporina indueix un procés de mort homogeni amb la preséncia de fenotips nuclears
apoptotics. En canvi, queleritrina desencadena també un procés de mort homogeni perd compatible
amb la manifestacio d’un fenotip nuclear de mort no apoptotica.
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Figura R1. Estudi del fenotip nuclear de mort provocat per diferents insults citotoxics en les cél-lules SH-SY5Y.
Les cél-lules SH-SYSY es deixaren sense tractar (NT) o es tractaren amb 1 uM de STP, 100 uM de rotenona (ROT), 40
uM de queleritrina (Che), 20 uM de camptotecina (CPT), 100 uM d’etoposid (ET), 50 uM d’oxaliplati (OXPT), 10
pug/ml de colchicina (COLCH), 50 uM de nocodazol (NCDZ), 50 uM de thapsigargina (TPG), 50 uM d’Ac-LLN, 50 uM
d’Ac-LLM, 50 uM de Z-FL, 25 uM de MG132, 20 uM Z-LLF o 20 pM de Z-LLnV durant 24h. (A) Imatges
representatives de 1’analisi de la morfologia nuclear induida pels diferents tractaments mitjangant la tincié nuclear amb
Hoechst 33258. Els panells laterals son magnificacions de les cél-lules enquadrades en els panells centrals. La barra
blanca indica 50 um. (B) Percentatge de nuclis apoptotics obtingut pel recompte d’aquests respecte els nuclis totals
tenyits amb Hoechst 33258 i (C) determinacié de la supervivéncia cel-lular mitjangant la técnica de reduccié del compost
MTT en cada un dels diferents tractaments esmentats.

2. Tots els BH3 mimétics utilitzats, a excepcié de queleritrina, indueixen una mort cel-lular
caracteritzada per la preséncia de morfologies nuclears apoptotiques en les cél-lules SH-
SYSY

Els compostos BH3 mimeétics es caracteritzen per inhibir els membres antiapoptotics de la
familia Bcl-2 mitjangant la seva interaccio amb el solc hidrofobic d’aquestes proteines (veure
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apartat de 2.3.2.E. “Estratégies terapéutiques en I’apoptosi intrinseca: BH3 mimétics”).
Queleritrina es considera un compost d’aquest tipus per la seva capacitat d’inhibir la proteina
antiapoptotica Bcl-X; (Chan, Lee et al. 2003; Taylor, Micha et al. 2006). Tenint en compte aquesta
dada i que I’alcaloide era I’tnic agent citotoxic dels 15 compostos analitzats capag de provocar un
fenotip nuclear no apoptotic de forma homogeénia en les cél-lules SH-SYS5Y, vam voler determinar
si aquest era tamb¢ induit per altres BH3 mimétics. Amb aquest proposit, vam realitzar un analisi
de la morfologia nuclear induida per aquest tipus de compostos. Entre els quals, es van utilitzar:
ABT-737, inhibidor de Bcl-2, Bel-X; i Bel-w (Zhai, Jin et al. 2006; Bruncko, Oost et al. 2007);
gossypol, inhibidor de Bcl-2, Bel-X; i Mcl-1 (Kitada, Leone et al. 2003; Wang, Nikolovska-
Coleska et al. 2006; Zhai, Jin et al. 2006); TW-37, inhibidor de Bcl-2 i Mcl-1, i amb menor afinitat
també inhibeix Bcl-X; (Verhaegen, Bauer et al. 2006; Wang, Azmi et al. 2009; Mohammad,
Goustin et al. 2007); 1 obatoclax, el qual pot inhibir tots els membres antiapoptotics encara que amb
menor afinitat que els altres BH3 mimeétics (Wang, Nikolovska-Coleska et al. 2006; Zhai, Jin et al.
2006) (per més informacié sobre aquests, veure I’apartat de 2.3.2.E. “Estratégies terapeutiques en
I’apoptosi intrinseca: BH3 mimeétics™). Cal afegir, que I’estaurosporina es va utilitzar com a control
de morfologia apoptotica classica (Figura R2) i que s’empra al llarg de tots els experiments com a
control de mort apoptotica canonica.

Tal i com s’observa en la figura R2, els diferents BH3 mim¢tics, a excepcio de queleritrina,
van induir una morfologia apoptotica caracteritzada per una alta compactacido de la cromatina i
fragmentacid del nucli que, a més a més, resultava ser similar a la provocada per estaurosporina.
Les dades obtingudes permeten establir que la morfologia nuclear no apoptotica desencadenada per
queleritrina és exclusiva d’aquest compost i que no es pot, per tant, generalitzar al fenotip nuclear
induit pels altres BH3 mimétics.
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Figura R2. Analisi de la morfologia nuclear manifestada en les cél-lules SH-SYSY després del tractament
individualitzat amb diferents BH3 mimeétics. Les cél-lules SH-SYSY es van deixar sense tractar (NT) o tractar amb 1
uM de STP, 40 uM de Che, 50 uM d’ABT-737, 25 uM de gossipol, 50 uM de TW-37 o 5 uM d’obatoclax durant 24h.
Posteriorment, s’analitza la morfologia nuclear mitjangant la tinci6 amb Hoechst 33258. Es mostren imatges
representatives de la tincié nuclear per cada un dels diferents tractaments. Les cél-lules enquadrades es magnifiquen en
els panells laterals en cada una de les condicions. La barra blanca equival a 50 pm.

Obatoclax
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3. Queleritrina tampoc provoca I’aparicié de nuclis apoptotics en altres linies cel-lulars
humanes derivades de neuroblastoma

Els resultats anteriors mostraven que la morfologia nuclear no apoptotica induida per
queleritrina era exclusiva d’aquest compost. En conseqiiéncia, vam voler examinar si aquest tipus
de fenotip nuclear de mort manifestat en les cél-lules SH-SYS5Y era present en altres linies
cel-lulars humanes derivades de neuroblastoma huma. Per aixd, es realitza un analisi morfologic
amb bisbenzimida de Hoechst i un estudi de la viabilitat cel-lular a través de 1’assaig de
supervivencia MTT, sometent tot un panell de linies cel-lulars a un tractament de 24 hores amb
aquest alcaloide. En concret, aquests analisis es dugueren a terme en les linies cel-lulars SK-N-SH,
SK-N-AS, SK-N-Be(2), SK-N-JD, IMR-5, IMR-32 i LAN-1 (Figura R3). Totes aquestes linies van
manifestar un fenotip nuclear caracteritzat per una abséncia de la morfologia apoptotica després de
ser tractades amb queleritrina, donat que no es detecta cap signe de fragmentaci6é del nucli ni
condensaci6 de la cromatina (Figura R3A). A més, el fenotip nuclear detectat era similar a I’induit
per queleritrina en les cél-lules SH-SY5Y (comparar figures R3A i R1A). En paral-lel, I’analisi de
viabilitat cel-lular mostra una alta citoxicitat desencadenada per queleritrina en totes les linies
cel-lulars emprades, on els nivells de superviéncia cel-lular es van reduir de forma drastica en cada
una d’elles respecte als seus controls sense tractar (comparar figures R1C i R3B).

Tot plegat permet establir que la mort cel-lular induida per queleritrina en les cél-lules SH-

SYS5Y en abséncia d’una morfologia apoptotica, també és present en altres linies cel-lulars
derivades de neuroblastoma huma i, a més a més, provocant elevats nivells de citoxicitat cel-lular.
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Figura R3. El fenotip nuclear de mort no apoptotic induit per queleritrina en les cél-lules SH-SY5Y és present en
altres linies cel-lulars derivades de neuroblastoma huma. Diferents linies cel-lulars derivades de neuroblastoma huma
(SK-N-SH, SK-N-AS, SK-N-Be(2), IMR-5, IMR32 i LAN-1) es tractaren amb 40 uM de Che durant 24h i s’analitzaren
respecte al seu control no tractat (NT). Per cada una d’aquestes linies s’examina la morfologia nuclear mitjangant la
tincié nuclear amb Hoechst 33258 (A) i la viabilitat cel-lular a través de 1’assaig de supervivéncia MTT (B). (A) Les
cél-lules enquadrades en els panells centrals de 1’analisi morfologic es magnifiquen als panells laterals. La barra blanca
equival a 50 pm. (B) Per cada una de les diferents linies cel-lulars emprades, les barres blanques de I’assaig de
supervivencia representen els valors obtinguts de les cél-lules sense tractar i les negres, el de les cél-lules tractades amb

Che.
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4. Queleritrina indueix la hidrolisi de ’ADN en fragments d’alt pes molecular pero no en
fragments oligonucleosomals

El fenotip nuclear no apoptotic induit per queleritrina en les diferents linies de
neuroblastoma es va analitzar emprant una concentracié de 40 uM durant 24 hores de tractament
(Figures R1, R2 i R3). Abans de proseguir amb [’estudi del procés de mort cel-lular desencadenat
per aquest compost, vam voler establir la concentracié minima citotoxica d’aquest i examinar si el
fenotip nuclear provocat per I’alcaloide depenia de la dosi utilitzada. Per aixo, es realitza un analisi
del perfil de mort induit per diferents concentracions de queleritrina en les cél-lules SH-SYSY.
Aquest estudi es realitza mitjancant ’assaig de supervivencia MTT i dues técniques de
quantificacio de mort cel-lular basades en la deteccid de I’enzim citosolic lactat deshidrogenasa
(LDH) al medi extracel-lular i en el recompte de nuclis positius per la tincié amb iodur de propidi
(PI) respecte als totals tenyits amb bisbenzimida de Hoechst (Figura R4A). Al mateix temps, aquest
darrer assaig ens va permetre visualitzar el fenotip nuclear manifestat en cada un dels diferents
tractaments realitzats (Figura R4B). Tots aquests assajos van indicar que la concentracié minima
citotoxica de queleritrina era de 10 pM, donat que amb aquesta dosi es detecta un 0,10% de
supervivencia cel-lular per MTT i un 78,33% 1 82,51% de mortalitat, segons els respectius assajos
d’alliberament de LDH i de recompte de nuclis positius per PI (Figura R4A). En aquest sentit, cal
afegir que la concentraci6 de 5 uM no es podia considerar com a citotoxica, ja que malgrat un 41%
de cel-lules no fossin competents per reduir el MTT, no es van assolir percentatges de mort
cel-lular prou significatius (13,46% 1 12,02% segons els assajos respectius de LDH i de doble
tinci6 de PI i Hoechst) respecte als detectats en les cel-lules sense tractar (Figura R4A). Per altra
banda, cal remarcar la considerable diferéncia de percentatges de mort cel-lular mostrats per les
cel-lules tractades amb 10 uM de queleritrina en comparacié a les sotmeses a estaurosporina
(78,33% 1 55,70% respectivament) segons 1’assaig d’alliberament de LDH al medi extracel-lular
(Figura R4A). Aquest fet va suggerir que els processos de mort induits en cada cas havien de ser
sensiblement diferents. Pel que fa a 1’analisi morfologic, les cél-lules van manifestar el mateix
fenotip nuclear no apoptotic en totes les concentracions de queleritrina que provocaven toxicitat
cel-lular (entre un 80 i 100% de mort segons les dues técniques de quantificacié de mort emprades)
(Figura R4). La concentraci6 de 5 pM indui un fenotip nuclear de mort que no presta a considerar-
se com a apoptotic, donada I’abséncia de fragmentacido nuclear i la manifestacio d’un estat de
condensaci6 de la cromatina poc definit (Figura R4B). Tot plegat, estableix que la morfologia
nuclear no apoptotica induida per queleritrina no s’altera ni quan les cél-lules es tracten a la
concentracié minima de toxicitat cel-lular, ni a concentracions superiors.

Tenint en compte aquests darrers resultats, a partir d’aqui es realitzaren tots els experiments
emprant la concentracié de 10 uM. Posteriorment a 1’analisi del fenotip nuclear de mort, vam voler
examinar si les cél-lules SH-SYSY, eren capaces de manifestar la fragmentacidé apoptotica de
I’ADN en LMW (low molecular weight) després de ser sotmeses a un tractament de 24 hores amb
queleritrina. Tal i com s’observa en la figura R5A, les cél-lules tractades amb queleritrina no eren
competents per degradar I’ADN en fragments oligonucleosomals. A més, 1’abséncia d’aquesta
fragmentacié de I’ADN coincidia amb la deteccié en paral-lel de la morfologia nuclear no
apoptotica induida per aquest alcaloide i analitzada a través de la tincio amb bisbenzimida de
Hoechst (Figura R5A). En canvi, estaurosporina si que va ser capa¢ d’induir la fragmentacio LMW
i de forma concomitant a la manifestacié de la morfologia apoptotica classica (o morfologia nuclear
de tipus II) provocada per aquest insult en les cél-lules SH-SYSY (Figura RSA). Donada I’abséncia
d’aquesta fragmentacido de I’ADN en cél-lules tractades amb queleritrina, es procedi a analitzar si
aquesta era capa¢ d’induir la fragmentacié de I’ADN en HMW (high molecular weight), que
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usualment precedeix a la de tipus LMW. En aquest cas, 1’analisi electroforétic d’aquesta
degradacié de I’ADN mostra la preséncia de fragments HMW en les cél-lules que havien estat
tractades amb queleritrina (Figura R5B). Inclus, aquesta degradacié es detecta de forma més
intensa en aquest tractament que en el realitzat amb estaurosporina (Figura R5B). A més, la
fragmentacid HMW s’evita quan I’inhibidor de caspases d’ampli espectre, Q-VD-OPh, era present
al medi de cultiu, fet que establi aquesta degradaci6 de ’ADN com a un fenomen depenent de
caspases (Figura R5B).
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Figura R4. Analisi del perfil de mort induit per diferents concentracions de queleritrina. Les cél-lules SH-SY5Y es
van deixar sense tractar (NT) o es van tractar durant 24h utilitzant les concentracions indicades de Che o la dosi de 1 pM
pel cas de STP. (A) Analisi de viabilitat cel-lular mitjangant I’assaig de supervivéncia cel-lular MTT, i els assajos de
quantificacié de mort cel-lular basats en 1’alliberament extracel-lular de LDH i el recompte de nuclis positius a través de
la tinci6 amb iodur de propidi (PI) respecte als totals tenyits amb Hoechst 33342. (B) Imatges de fluorescéncia
obtingudes de la doble tincié de PI i Hoechst emprada en el recompte de nuclis postius per PI. Les cel-lules viables es
visualitzen en color blau a través de la seva tinci6 amb Hoechst i les cel-lules mortes s’il-lustren en color rosa, per la
doble tincid nuclear de PI i Hoechst. Les amplificacions de les imatges provenen de les cél-lules emmarcades. L’escala
equival a 50 pm.
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Figura R5. Queleritrina és incapa¢ de desencadenar la fragmentacié oligonucleosomal de ’ADN (LMW), pero pot
induir la degradaci6 d’aquest en fragments d’alt pes molecular (HMW). Les cel-lules SH-SYSY es van deixar sense
tractar (NT) o es van tractar amb 10 uM de Che i 1 uM de STP durant 24h. (A) Analisi morfologic mitjancant la tincid
amb Hoechst 33258 (panell de I’esquerre) i determinaci6 de la degradacié oligonucleosomal de I’ADN a través d’un gel
convencional d’agarosa i la posterior tincié de bromur d’etidi (panell de la dreta). Les magnificacions de 1’analisi
morfologic representen les cél-lules emmarcades en les imatges centrals. L’escala equival a 50 pm. (B) Analisi de la
fragmentacié d’alt pes molecular de ’ADN (HMW) en les condicions de tractament esmentades anteriorment i en co-
tractament de 10 uM de Che o 1 uM de STP amb 20 uM de Q-VD-OPh (QVD) durant 24h de tractament indicat com a
QVD + Che 0 QVD + STP en cada cas.

Amb el proposit de corroborar 1’abséncia de la fragmentacié oligonucleosomal de I’ADN
detectada en les cél-lules tractades amb queleritrina, es realitza de nou aquest tipus d’analisi pero
duent a terme un curs temporal amb diferents temps de tractament, anteriors a les 24 hores (Figura
R6A). En paral-lel, s’examina el perfil de mort induit per queleritrina en aquests temps de
tractament mitjangant 1’assaig de superviéncia cel-lular MTT 1 dues técniques de quantificacio de
mort cel-lular, aquestes basades en la determinacié de 1’alliberament extracel-lular de LDH o en el
recompte de nuclis positius per la tincid de PI respecte als totals tenyits amb bisbenzimida de
Hoechst (Figura R6B i R7A). Tal i com mostra la figura R6A, la fragmentaci6 oligonucleosomal de
I’ADN no es manifesta en cap dels diferents punts temporals de tractament amb queleritrina,
malgrat els diferents assajos de viabilitat cel-lular mostraren, en gairebé tots els temps de
tractament, una acci6 toxica d’aquest alcaloide més potent que la desencadenada per estaurosporina
(Figura R6B i R7A). En aquest sentit, cal remarcar que estaurosporina inicament va induir nivells
de mort similars als provocats per queleritrina en el tractament de 24 hores, segons els perfils de
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viabilitat cel-lular obtinguts en 1’assaig MTT i en el recompte de nuclis positius per PI (Figura R6B
i7A).

En conjunt, tot plegat estableix que les cel-lules SH-SY5Y pateixen un defecte en el
mecanisme de degradacio oligonucleosomal de ’ADN quan es sotmeten al tractament amb
queleritrina, malgrat aquesta sigui capa¢ d’induir percentatges de mort cel-lular més elevats que els
desencadenats per I’estaurosporina.
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Figura R6. Queleritrina indueix mort cel-lular en abséncia de fragmentacio oligonucleosomal de ’ADN. Les
cel-lules SH-SYSY van tractar-se amb 10 uM de Che o 1 uM de STP al llarg dels diferents temps indicats. (A) Analisi
electroforetic de la degradacid oligonucleosomal de I’ADN mitjangant un gel convencional d’agarosa i la posterior tincid
amb bromur d’etidi. (B) Determinacié de la viabilitat cel-lular a través de 1’assaig de supervivencia cel-lular MTT i la
técnica de quantificacio de mort cel-lular basada en ’analisi de 1’alliberament extracel-lular de LDH. El tractament de
Che es representa pels rombes blancs, i el de STP s’indica amb quadrats negres.

5. La mort cel-lular induida per la queleritrina és rapida i sincronica

Tenint en compte els resultats obtinguts en els perfils temporals de viabilitat cel-lular
després del tractament amb queleritrina, aquests no solament van mostrar una elevada accio toxica
per part de I’alcaloide respecte a estaurosporina, sind que també van revelar com aquesta toxicitat
ja s’iniciava de forma anticipada durant la primera hora de tractament (Figures R6B i R7A). En
canvi, les cel-lules tractades amb estaurosporina van manifestar una pérdua de viabilitat al llarg del
temps més gradual i progressiva que en el cas de queleritrina (Figures R6B i R7A). Si realitzem un
analisi més comparatiu d’aquests resultats, la principal diferéncia detectada entre els perfils
citotoxics d’aquests dos compostos es manifesta en la técnica de reduccié del compost MTT, la
qual ja indica una afectacié del metabolisme cel-lular a tan sols mitja hora de tractament amb
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queleritrina, revelant un percentatge de supervivencia del 54,04% (Figura R6B). Per altra banda,
els analisis temporals dels diferents assajos de mort cel-lular també van permetre valorar que la
toxicitat desencadenada per queleritrina durant la primera hora de tractament (25,68% 1 19,87%
segons les técniques respectives de quantificaci6 de LDH extracel-lular i recompte de nuclis
positius per PI) era comparable a la detectada a les 6 hores de tractament amb estaurosporina
(28,09% 1 19,74% segons els respectius assajos de mesura de LDH extracel-lular i recompte de
nuclis positius per PI) (Figures R6B i R7A). En canvi, 1’assaig de viabilitat cel-lular MTT indicava
que els nivells de superviveéncia de les cél-lules tractades amb queleritrina després de mitja hora de
tractament (54,04%) eren comparables amb els mostrats per les cel-lules tractades amb
estaurosporina durant 6 hores (47,71%) (Figura R6B).

En conjunt, tots aquests resultats van suggerir que queleritrina induia un procés de mort
cel-lular de forma anticipada respecte al desencadenat per estaurosporina. Per aquesta rad, vam
voler analitzar el fenotip nuclear provocat per queleritrina al llarg del seu tractament. D’aquesta
manera, es pretenia analitzar si aquest alcaloide podia induir la morfologia apoptotica en algun dels
temps de tractament anteriors a les 24 hores. La doble tincidé nuclear de PI i Hoechst emprada per la
quantificacio temporal de mort cel-lular (Figura R7A) ens va permetre realitzar un analisi
morfologic en cada un dels diferents temps de tractament amb queleritrina de forma comparativa
als d’estaurosporina (Figura R7B). D’acord amb el grafic de quantificacié de mort cel-lular (Figura
R7A), les diferents imatges obtingudes en 1’analisi morfologic van mostrar un increment de
cel-lules mortes (visualitzades en color rosa per la doble tinci6 nuclear amb PI i Hoechst) respecte a
la preséncia de cel-lules viables al llarg dels diferents temps de tractament amb qualsevol dels dos
estimuls citotoxics (Figura R7B). El fenotip nuclear de mort induit per queleritrina també es
manifestd de forma prematura (ja detectat durant la primera mitja hora de tractament) respecte al
mostrat per les cel-lules tractades amb estaurosporina, el qual es detecta a partir de les 4 hores de
tractament (Figura R7B). En el cas de queleritrina, la manifestacio prematura dels nuclis positius
per la tincié amb PI va coincidir amb la preséncia del mateix fenotip nuclear no apoptotic mostrat
anteriorment (comparar figura R7B amb figures R4A i R5A). A més, les imatges preses durant els
diferents temps de tractament amb queleritrina semblaven mostrar un aspecte dels nuclis amb un
tamany inferior respecte als del control no tractat i de forma prévia a la seva tincié amb PI (Figura
R7B). En canvi, les cél-lules que morien al llarg del tractament amb estaurosporina van mostrar
una morfologia apoptotica classica que també es manifesta de forma prévia a la seva tincié amb PI,
pero no de manera tan anticipada com en el cas de queleritrina (Figura R7B).
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Figura R7. El fenotip de mort no apoptotic induit per queleritrina s’exhibeix de forma prematura en les cél-lules
SH-SYSY. Les cel-lules SH-SYSY es van tractar amb 10 uM de Che o 1 uM de STP en els diferents temps de tractament
indicats. (A) La mort cel-lular es va quantificar pel recompte de nuclis positius per la tincié amb PI respecte als totals
tenyits amb Hoechst 33342 en cada un dels diferents tractaments de Che (rombes blancs) i STP (quadrats negres). (B)
Imatges representatives de fluorescéncia obtingudes a partir de la doble tincié nuclear de PI i Hoechst emprada per la
quantificaciéo de mort cel-lular. Les cél-lules enquadrades es van magnificar en un quadre més gran ubicat a la banda
esquerra i inferior de cada imatge. La barra blanca indica una escala de 50 um. (C) Imatges de mircoscopia electronica de
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les cel-lules SH-SYSY tractades a les dosis esmentades de Che o STP i captades als temps de tractament d’1h i 6h per
Che, i 6h en el cas de STP. L’escala utilitzada s’indica en cada una de les imatges.

Amb el proposit d’aprofundir en I’analisi de la morfologia nuclear provocada per
queleritrina, es va procedir a examinar per microscopia electronica les cél-lules SH-SYSY tractades
amb aquest alcaloide a 1 i 6 hores de tractament (Figura R7C). Tal i com s’observa en la figura
R7C, a una hora de tractament amb queleritrina les cél-lules SH-SY5Y van mostrar una reduccio
del tamany del nucli en comparacid al de les cel-lules no tractades. A més, ’embolcall nuclear, tot i
que encara es mantenia intacte, tenia un aspecte dilatat al comparar-se amb el de les cél-lules
control (Figura R7C). Cal afegir, que el fenotip nuclear que es detecta en aquest temps de
tractament es caracteritzava sobretot per la preseéncia de varies masses irregulars de cromatina, gran
part d’elles ubicades a la periféria del nucli (Figura R7C). A les 6 hores, es detecta una major
desestructuracio del nucli amb un increment del tamany de les masses de cromatina, juntament amb
un trencament de I’embolcall nuclear (Figura R7C). Pel que fa I’estat del citoplasma, les imatges
electroniques van mostrar la preséncia de vacuoles a les 6 hores de tractament amb queleritrina
(Figura R7C). Per altra banda, I’estaurosporina va induir clarament una morfologia apoptotica de
tipus Il determinada per una compactaciéo de la cromatina i fragmentacié del nucli en forma de
masses arrodonides envoltades per 1’embolcall nuclear (Figura R7C).

El conjunt d’aquestes dades indiquen que queleritrina és incapag¢ de provocar morfologies
apoptotiques nuclears i que el desencadenament del fenotip nuclear no apoptotic suceeix de forma
prematura en un procés de mort cel-lular que s’executa rapidament.

6. Queleritrina provoca Dactivacié6 de les caspases i D’alliberament de factors pro-
apoptogénics mitocondrials cap al citosol

Per tal de determinar si la manca del fenotip apoptotic en les cél-lules tractades amb
queleritrina es devia a un defecte en [’activacio de les caspases, vam voler aprofundir sobre 1’estat
d’activacid d’aquestes proteases.

L’analisi es realitza mitjancant la técnica de Western Blot a partir de la deteccio del
processament de les diferents caspases als seus respectius fragments actius. Com es mostra en la
figura R8A, després de sotmetre les cel-lules SH-SYSY a un tractament amb queleritrina de 24
hores, aquestes van exhibir un processament de les caspases iniciadores, caspasa-2 i caspasa-9, en
els seus corresponents fragments actius p18 per caspasa-2, i p37 i p35 pel cas de caspasa-9. Les
caspases efectores (caspasa-3, -6 i -7) també es van proteolitzar durant el tractament amb
queleritrina, generant els fragments actius p19 i pl17 per caspasa-3, pl5 per caspasa-6 i p20 per
caspasa-7 (Figura R8B). A més, queleritrina també va induir el processament de diferents
substractes especifics de caspases tals com fodrina, proteolitzada al fragment p120 per caspasa-3,
lamina C al fragment p37 per caspasa-6 i p23 al fragment p15 per caspasa-7 (Figura R8B). La
deteccio d’aquests fragments confirma [’activacié de les caspases efectores desencadenada per
queleritrina. Cal remarcar que, en general, la proteolisi detectada de les diferents caspases en el
tractament amb queleritrina es caracteritzava per una baixada de les diferents pro-formes i deteccio
dels diferents fragments actius més forta que la mostrada per estaurosporina (Figures R§A i R8B).
Caspasa-3 1 caspasa-6, pero, mostraven una deteccid dels fragments actius similar a 1’induida per
I’estaurosporina (Figures R8A i R8B). Per contra, caspasa-9 i caspasa-7, eren les caspases que
presentaven tant una baixada de la pro-forma, com una deteccid dels fragments actius més potent
en les cél-lules tractades amb queleritrina que en les d’estaurosporina (Figures R8A 1 R8B). Pel que
fa a caspasa-2, aquesta també patia una disminuci6é de la seva pro-forma en el tractament amb
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queleritrina en comparacié al control de les cél-lules no tractades, perd de forma similar a la
d’estaurosporina (Figura R8A). En aquest cas, pero, les cel-lules tractades amb queleritrina
mostraven una acumulacié del fragment p32 (Figura R8A). Aquest fet suggeria 1’existéncia d’un
processament diferent d’aquesta caspasa respecte al qué s’estava realitzant en el tractament amb

’estaurosporina.
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Figura R8. Estudi de I’activacié de caspases i de I’alliberament de factors mitocondrials pro-apoptogénics després
de tractar les cél-lules SH-SY5Y amb queleritrina. Les cél-lules SH-SYSY es van deixar sense tractar (-) o es tractaren
(+) amb 10 puM de Che o 1 uM de STP durant 24h de tractament. Mitjangant la técnica de Western Blot es determina el
processament de les caspases iniciadores (caspasa-2 i caspasa-9) (A), i el de les caspases executores (caspasa-3, caspasa-6
i caspasa-7) (B). (B) Posteriorment, s’analitza 1’activaci6 de les caspases executores mitjangant un analisi de la proteolisi
de diferents substractes especifics de caspases (fodrina per caspasa-3, lamina A/C per caspasa-6 i p23 per caspasa-7). (A
i B) L’analisi de ’activaci6 de caspases es va fer emprant 20 pg d’extractes totals de proteina i les membranes es tenyiren
amb NB (naphthol blue) per tal d’avaluar la carrega proteica. (C) Per ultim, s’extraié i analitza també per Western Blot la
fraccié citoplasmatica de les cél-lules SH-SYSY en les condicions esmentades de tractament de Che i STP.
Posteriorment, es determina la preséncia dels factors mitocondrials pro-apoptotics citocrom C (Cytochrome C) i Smac
(SMAC/DIABLO) en cada un dels diferents tractaments. La membrana es tenyi també amb NB per tal d’avaluar la
carrega proteica.

Per altra banda, vam analitzar la sortida dels factors mitocondrials pro-apoptogenics
citocrom ¢, component clau en la constitucié de 1’apoptosoma (Li, Nijhawan et al. 1997), i
Smac/DIABLO, el qual permet 1’activacid de les caspases a través de la inhibicié de les 1APs
(inhibitors of apoptosis protein) (Du, Fang et al. 2000). Tots dos factors mitocondrials es van
detectar a la fracciod citoplasmatica després de tractar les cél-lules amb queleritrina (Figura R8C).
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Inclis, la sortida mitocondrial d’aquests factors es produi de forma més intensa en les cél-lules
tractades amb aquest alcaloide que en les sotmeses a estaurosporina (Figura R8C).

7. La mort cel‘lular induida per queleritrina és depenent de I’activacié de les caspases

D’acord amb els resultats obtinguts fins ara, la manca del fenotip apoptotic desencadenat
per queleritrina no es podia relacionar amb un defecte en 1’activacié de les caspases. El fet, pero,
que aquest alcloide estigués induint un fenotip de mort no apoptotic en les cel-lules SH-SYSY amb
les caspases activades, ens suggeri que potser 1’activacié d’aquestes no era un esdeveniment
determinant pel desencadenament de la mort cel-lular. Per aquesta rao, es va procedir a analitzar si
el fenotip de mort induit per queleritrina era depenent de caspases. Per fer-ho, es dugué a terme un
co-tractament de 24 hores en les cel-lules SH-SYSY amb I’inhibidor de caspases d’ampli espectre,
Q-VD-OPh, i queleritrina. En paral-lel, es realitza un altre co-tractament amb Q-VD-OPh i
estaurosporina com a control positiu de 1’accié efectiva de 1’inhibidor de caspases.

En primer lloc, vam comprovar la inhibicié de caspasa-3 per part de Q-VD-OPh mitjancant
la técnica de Western Blot i 1’assaig d’activitat de caspasa DEVDasa (Figura R9A). Per una banda,
les dades obtingudes van mostrar que 1’activacioé de caspasa-3 s’inhibia en les dues condicions de
co-tractament amb Q-VD-OPh, donat que en aquestes no es van detectar els fragments actius p19 i
pl7 (Figura R9A). Per altra banda, els valors d’activitat DEVDasa es van reduir totalment en les
condicions en les quals I’inhibidor de caspases també era present al medi de cultiu (Figura R9A).
Posteriorment, s’analitza la mort cel-lular desencadenada per queleritrina en preséncia de
I’inhibidor mitjangant els assajos de superviveéncia cel-lular MTT i dues técniques de quantificacid
de mort cel-lular (Figura R9B). Aquestes darreres es van basar d’una banda, en la mesura de la
LDH alliberada al medi extracel-lular i, de I’altra, en el recompte dels nuclis positius per la tincio
amb PI respecte als totals tenyits amb Hoechst. Tots aquests assajos, van exhibir una reduccio del
percentatge de mort induit per queleritrina quan I’inhibidor de caspases també s’afegia al medi de
cultiu (Figura R9B). Finalment, es realitza un analisi morfologic en les mateixes condicions de co-
tractament a partir tant d’imatges de fluorescéncia obtingudes en la doble tincié nuclear de PI i
Hoechst, emprades en la quantificacié de la mort cel-lular, com de les derivades d’un analisi de
microscopia electronica (Figura R9C). Tal i com s’observa en la figura R9C, la doble tincio de PI 1
Hoechst va permetre detectar que I’inhibidor de caspases era capag¢ d’evitar el fenotip nuclear no
apoptotic desencadenat per queleritrina, ja que no solament els nuclis analitzats eren negatius per la
tinci6 de PI, sind que el seu aspecte en el co-tractament era similar al manifestat en les cel-lules
sense tractar. Pel que fa a I’analisi de microscopia electronica, aquest també va mostrar una
proteccié de 1’acci6 de queleritrina en el fenotip de les cél-lules co-tractades amb Q-VD-OPh
(Figura R9C). No obstant, tot i que I’inhibidor de caspases va impedir la manifestacié del fenotip
nuclear no apoptotic en les cél-lules tractades amb queleritrina, la proteccié del citoplasma no es
realitza de forma completa (Figura R9C). En concret, es detecta un estat de condensacié i reduccio
del tamany de les mitocondries en les condicions de co-tractament amb queleritrina i Q-VD-OPh
(indicat per fletxes en la figura R9C). Per tant, el conjunt de tots aquests resultats suggereixen que
tant el procés de mort cel-lular com el fenotip nuclear no apoptotic desencadenat per queleritrina,
requereixen de 1’activacio de les caspases.
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Figura R9. El fenotip de mort induit per queleritrina es produeix de forma depenent de caspases. Les cél-lules SH-
SY5Y es van deixar sense tractar (indicades com a NT o (-)) o es tractaren (+) amb 10 uM de Che o 1 uM de STP o bé,
es co-tractaren (+) amb I’inhibidor de caspases Q-VD-OPh (QVD) a la dosi de 20 uM i 10 uM de Che o 1 uM de STP
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durant 24h de tractament. (A) Al panell superior, s’obtingueren 50 pg d’extractes total de proteina per analitzar el
processament de caspasa-3 als seus fragments actius mitjangant la técnica de Western Blot. La membrana emprada es
tenyi amb NB (naphthol blue) per tal de comprovar la carrega equitativa de les proteines. Al panell inferior, es determina
I’activitat de caspases a través de 1’assaig DEVDasa mitjancant la incubacié de 20 pg de proteina amb el substracte
fluorogeénic Ac-DEVD-afc durant 12h en el fluorimetre. Els resultats d’activitat es van adquirir com a unitats arbitraries
de fluorescéncia (A.U. fluorescence). (B) A continuacid, es determina la viabilitat cel-lular utilitzant ’assaig de
supervivéncia MTT (panell superior), i els assajos de mort cel-lular d’alliberament extracel-lular de LDH (panell del mig)
i de recompte de nuclis positius per PI respecte als totals tenyits amb Hoechst 33342 (panell inferior). Les barres blanques
representen el tractament de les cél-lules en abséncia de Q-VD-OPh, i les negres el co-tractament amb ’inhibidor de
caspases (A i B). (C) Als panells laterals de la banda esquerra es mostra 1’analisi de la morfologia nuclear a través de la
doble tincié nuclear de Hoechst 33342 i PI emprada en el recompte de nuclis positius per PI mostrat en (B). Les cél-lules
emmarcades s’exhibeixen en magnificacions més grans en la part inferior esquerra de les imatges de fluorescéncia. La
barra blanca indica 50 pm. En els panells laterals de la banda dreta, es mostra 1’analisi morfologic en les mateixes
condicions de tractament, perd amb imatges de microscopia electronica. En les condicions de co-tractament de
queleritrina i Q-VD-OP, les fletxes indiquen una condensaci6 i reduccié del tamany de les mitocondries, mentres que en
el co-tractament d’estaurosporina i 1’inhibidor de caspases, assenyalen un estat inalterat de les mateixes. L’escala
utilitzada s’indica en cada una de les corresponents imatges.

8. Queleritrina és capa¢ d’induir mort cel-lular en cél-lules SH-SYSY sobreexpressores de la
proteina antiapoptotica Bel-X;,

Tenint en compte que el fenotip de mort provocat per queleritrina es podia evitar
mitjangant la inhibici6 de les caspases i que aquest alcaloide inhibia la proteina antiapoptotica Bcel-
Xy (Chan, Lee et al. 2003), vam voler determinar si el procés de mort també es podia impedir, pero,
a través d’un increment dels nivells d’expressio de Bel-X.

Primerament, mitjangant la técnica de Western Blot es comprova la sobreexpressio de la
proteina antiapoptotica en cel-lules SH-SYSY amb Bcl-X| transfectat de forma estable (SH-SYSY
pcDNA3-Bcl-X;) en comparacio6 a les cel-lules SH-SYSY transfectades amb el plasmid pcDNA3
buit (SH-SYS5Y pcDNA3), totes dues linies cel-lulars provinents del nostre laboratori (Figura
R10A). Posteriorment, es procedi a analitzar en aquestes cel-lules tant la mort cel-lular com la
morfologia nuclear induides per queleritrina a 24 hores de tractament (Figures R10B i R10C). El
grafic de quantificacié de mort cel-lular realitzat a través del recompte de nuclis positius per la
tinci6 del PI respecte als totals tenyits amb Hoechst, revela una resisténcia de la mort apoptotica
desencadenada per estaurosporina en les cel-lules sobreexpressores de Bel-X; (Figura R10B). En
canvi, aquest analisi mostra una sensibilitzacido a la mort induida per queleritrina en aquestes
cel-lules i de forma similar a 1’obtinguda en les cél-lules transfectades amb el plasmid buit (Figura
R10B). A més, les cél-lules SH-SYS5Y pcDNA3-Bcl-X; que morien després de tractar-se amb
queleritrina van manifestar un fenotip nuclear similar al detectat en el tractament d’aquest alcaloide
en les cél-lules SH-SYS5Y pcDNA3 (Figura R10C). Per contra, les cél-lules sobreexpressores de
Bcl-X, resistents a la mort induida per estaurosporina, no van manifestar la morfologia apoptotica
classica provocada per aquest alcaloide, la qual es va mostrar en les cél-lules transfectades amb el
plasmid buit (Figura R10C).
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Figura R10. L’increment d’expressié dels nivells de Bcl-X;, no pot evitar la mort induida per queleritrina en les
cél-lules SH-SYSY. Les c¢l-lules SH-SYS5Y pcDNA3 i SH-SYSY pcDNA3-Bcl-X| es van deixar sense tractar (NT) o es
tractaren amb 10 pM de Che o 1 uM de STP durant 24h de tractament. (A) 20 pg d’extractes totals de proteina
s’obtingueren per 1’analisi de la sobreexpressié de Bcl-X; mitjangant la técnica de Western Blot. Les cél-lules SH-SY5Y
transfectades amb Bel-X; (SH-SY5Y pcDNA3-Bcel-X;) o el plasmid buit (SH-SY5Y pcDNA3) s’indiquen com a (-) o (+)
respectivament. La membrana emprada es va tenyir amb NB (naphthol blue) per tal d’avaluar una carrega equitativa de
les proteines. (B) Posteriorment, es quantifica la mort cel-lular en cada un dels tractaments esmentats mitjangant el
recompte de nuclis positus per PI respecte als totals tenyits per Hoechst 33342. (C) A continuacid, s’analitza la
morfologia nuclear a partir de la tinci6 de Hoechst emprada en (B). Les cel-lules enquadrades es mostren en les
magnificacions situades al lateral de cada imatge. L’escala equival a 50 pm. (D) Determinacio6 del perfil de mort cel-lular
induit per Che o STP al llarg d’un curs temporal mitjangant el recompte de nuclis positius per PI respecte als totals
tenyits per Hoechst 33342. El tractament de Che en les cél-lules SH-SYS5Y pcDNA3 i SH-SYSY pcDNA3-Bcl-X;es
mostra amb rombes i triangles blancs respectivament. Pel que fa al tractament de STP, aquest s’indica amb quadrats
negres per les cél-lules SH-SYSY pcDNA3 i rodones negres en el cas de les SH-SY5Y pcDNA3-Bel-X;

No obstant, amb ’objectiu de corroborar els resultats obtinguts en aquestes cél-lules, es
dugué a terme un analisi temporal del perfil de mort induit per queleritrina en temps de tractament
anteriors a les 24 hores (Figura R10D). Tal i com s’observa en la figura R10D, les cél-lules SH-
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SYSY pcDNA3-Bcl-X; van mostrar percentatges de mort similars als obtinguts en les cél-lules
transfectades amb el plasmid buit fins a les 2 hores de tractament amb queleritrina. A més, cal
remarcar que els percentatges de mort detectats durant els primers temps de tractament amb
queleritrina eren semblants als observats en les cel-lules SH-SYSY wt (wild type) (comparar
figures R7A i R10D). No obstant, I’increment d’expressi6 de la proteina antiapoptotica va permetre
reduir els nivells de mort cel-lular desencadenats per queleritrina en els temps de tractament de 4 i
6 hores (Figura R10D). Tot i aixi, a les 24 hores aquest efecte de proteccio s’acaba perdent, ja que
en aquest darrer temps s’assoliren nivells de mort similars als detectats en les cél-lules
transfectades amb el plasmid buit (Figura R10D). Per altra banda, el perfil de mort mostrat en els
temps de tractament en els quals es detecta aquest efecte de proteccio recordava a 1’obtingut en les
cel-lules SH-SYS5Y pcDNA3 tractades amb estaurosporina, on 1’increment dels percentatges de
mort s’assolia de forma més gradual i progressiva (Figura R10D). Cal remarcar, a més, que la
sobreexpressio de Bcl-X; va reduir en tot moment els nivells de mort provocats per
I’estaurosporina (Figura R10D).

En qualsevol cas, el conjunt de resultats analitzats ens permet valorar que queleritrina és
capag¢ d’induir un procés de mort cel-lular en les cel-lules SH-SYS5Y sobreexpressores de Bcel-X,
malgrat 1’increment d’expressido de la proteina antiapoptotica redueixi en determinats temps de
tractament els percentatges de mort induits per aquest alcaloide.

9. Queleritrina indueix una activacié prematura de les caspases

Els resultats analitzats fins ara indiquen que 1’activacidé de caspases és 1’esdeveniment
bioquimic més determinant per la inducci6 del fenotip de mort no apoptotic provocat per
queleritrina. Es per aixo, que es va procedir a analitzar de forma més especifica I’activacio
d’aquestes al llarg de diferents temps de tractament amb [’alcaloide i de forma comparativa amb
I’estaurosporina. D’aquesta manera, es pretenia descartar de forma definitiva un defecte en el
procés d’activacié d’aquestes proteases que pogués explicar la manca del fenotip apoptotic
desencadenada pel nostre compost.

L’estudi temporal d’activacio de les caspases es realitza mitjangant la técnica de Western
Blot i I’assaig d’activitat de caspases DEVDasa. Tal i com s’observa en la figura R11A, els
diferents substractes especifics de caspases (fodrina, lamina C i p-23) es van proteolitzar en els seus
respectius fragments (p120 per fodrina, p37 per lamina C i pl5 en el cas de p23) a partir de les 2
hores de tractament amb queleritrina. Cal remarcar, que la intensitat d’aquesta deteccio disminui a
partir de les 6 hores, almenys en el cas de fodrina i lamina C (Figura R11A). En aquest sentit, es
podria pensar que I’activacid de les caspases es podria estar reduint a partir d’aquest temps de
tractament amb queleritrina. No obstant, I’assaig DEVDasa va mostrar nivells d’activitat de
caspasa en el tractament amb queleritrina més elevats que amb el d’estaurosporina fins a les 8 hores
de tractament (Figura R11A). Els valors d’activitat de caspasa induits en els tractaments dels dos
estimuls citotoxics només van ser similars en els darrers punts temporals de 10 i 24 hores de
tractament (Figura R11A). Per contra, I’estaurosporina desencadena el processament dels diferents
substractes de caspases a partir de les 4 hores de tractament, sense disminuir la intensitat de
deteccio dels fragments proteolitzats per cada substracte (Figura R11A). En concordanga,
I’increment dels nivells d’activitat de caspases induits per 1’estaurosporina també es va detectar en
aquest mateix temps de tractament (Figura R11A). Per tant, queleritrina estava induint nivells
d’activitat de caspases de forma més potent i anticipada que estaurosporina. Tot 1 aixi, els perfils
d’activitat DEVDasa adquirits eren similars, ja que els dos estimuls citotoxics mostraven una
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disminucié gradual i progressiva dels valors d’activitat de caspasa després d’assolir els nivells
maxims en cada cas (Figura R11A).

D’acord amb la deteccid prematura del fenotip nuclear no apoptdtic provocat per
queleritrina, es va realitzar un estudi temporal de I’activacio de caspases tenint en compte els temps
de tractament de 1’alcaloide amb els quals s’havia arribat a manifestar aquest fenotip de mort
(Figura R7B). En aquest cas, 1’analisi temporal d’activacié de caspases realitzat mitjancant la
técnica de Western Blot revela I’inici del processament dels diferents substractes a partir d’una hora
de tractament amb queleritrina (Figura R11B). Tot i aixi, a la mitja hora ja s’intuien els respectius
fragments proteolitzats dels diferents substractes (Figura RI11B). Aquests resultats es
correlacionaven amb la detecci6 temporal del fenotip no apoptotic provocat per queleritrina (Figura
R7B). Per altra banda, cal remarcar que el fragment de la lamina C no es mostra fins a les 2 hores
de tractament amb queleritrina (Figura R11B). Aquest fet podria arribar a explicar el manteniment
de la coberta nuclear detectat a una hora de tractament amb aquest alcaloide (Figura R7C) i la
manca del fenotip apoptotic en els temps de tractament anteriors a les 2 hores (Figures R6A i R7B),
si tenim en compte la implicacié descrita de les lamines nuclears tant en els canvis estructurals
apoptotics del nucli com en la fragmentacié de I’ADN i condensaci6 de la cromatina (Rao, Perez et
al. 1996).

Posteriorment, es realitza un assaig DEVDasa emprant els mateixos temps de tractament
que els utilitzats en 1’Gltim analisi de Western Blot, perd determinant els valors d’activitat de
caspasa per cada un d’aquests temps, tant pel tractament amb queleritrina com pel d’estaurosporina
(Figura R11B). D’aquesta manera, es pretenia valorar si ’activacié prematura de caspases
detectada en el tractament amb queleritrina es podia considerar un esdeveniment especific del
procés de mort induit per aquest alcaloide. D’acord amb els resultats obtinguts en el darrer analisi
temporal fet per Western Blot, ’assaig DEVDasa confirma I’inici d’activacié de les caspases a la
mitja hora de tractament amb queleritrina (Figura R11B). A més, aquest darrer assaig també indica
que les cél-lules tractades amb queleritrina assolien els nivells maxims d’activacidé de caspases
durant la primera i segona hora de tractament (Figura R11B). En canvi, els nivells d’activitat de
caspases van ser minims durant els primers temps de tractament amb estaurosporina (Figura
R11B). Per tant, es podia establir que I’activacio anticipada de les caspases era un esdeveniment
especific del procés de mort cel-lular desencadenat per queleritrina. Inclis, aquesta activacio
primerenca de caspases no es va detectar ni quan les cél-lules SH-SY5Y eren exposades a una hora
de tractament amb concentracions d’estaurosporina més elevades (Figura R11C). Per tant, aquest
darrer fet suggeria que el desencadenament d’aquest tipus d’activacid era independent de la
concentracié emprada de 1’estimul citotoxic.
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Figura R11. Estudi temporal de ’activacio de caspases en les cél-lules SH-SYSY tractades amb queleritrina. (A i
B) Les cél-lules SH-SYSY es van tractar amb 10 pM de Che o 1 pM de STP al llarg dels diferents temps de tractament
especificats. Al panell superior, 20 pg d’extractes totals de proteina s’obtingueren per 1’analisi per Western Blot del
processament dels diferents substractes especifics de caspasa (fodrina per caspasa-3, lamina A/C per caspasa-6 i p23 per
caspasa-7). Al panell inferior, s’analitza I’activitat de caspases mitjangant 1’assaig DEDVDasa emprant 20 pg d’extractes
de proteina i incubant les mostres amb el substracte Ac-DEVD-afc durant 12h. Els resultats d’activitat es van processar
com a unitats arbitraries de fluorescéncia (A.U. fluorescence). Les barres blanques indiquen el tractament de Che i les
negres el tractament de STP. (C) 30 pg d’extractes totals de proteina s’obtingueren de les cél-lules SH-SYSY tractades
amb 10 uM de Che o amb diferents concentracions creixents de STP (1 uM, 2 uM, 4 uM, 8 uM, 16 uM, 32 uM o 64
uM) durant 1h de tractament. Aquestes s’indiquen en un gradient visualitzat en forma d’un triangle blanc. Posteriorment,
s’analitza el processament de caspasa-3 als seus fragments actius mitjancant la técnica de Western Blot i la membrana
emprada es tenyi amb NB (naphthol blue) per tal d’avaluar una carrega equitativa de les proteines. L’asterisc indica la
preséncia d’una banda inespecifica.
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10. ICAD és processat correctament després del tractament amb queleritrina

Tal i com s’ha especificat en la introduccid, el sistema principal descrit implicat tant en la
induccié de la morfologia apoptotica com en la fragmentacié oligonucleosomal de ’ADN ¢és el
sistema [CAD-CAD (veure apartat 4.2. “Endonucleases implicades en la fragmentacié de I’ADN”).
De forma basal, CAD es troba acomplexada amb ICAD, la qual actua com a inhibidor de
I’endonucleasa (Sabol, Li et al. 1998). Quan les cel-lules es sotmeten a un estimul apoptotic, el
processament d’ICAD, mitjancant ’accid de la caspasa-3, permet I’alliberament de 1’endonucleasa
per dur a terme la fragmentaci6 apoptotica de I’ADN (Liu, Zou et al. 1997; Sabol, Li et al. 1998;
Sakahira, Enari et al. 1998). Tenint en compte que els nostres resultats mostraven que la
manifestacio del fenotip de mort provocat per queleritrina era depenent de caspases, vam voler
analitzar la implicacio del sistema ICAD-CAD en el procés de mort induit per aquest alcaloide.

D’entrada, ens vam centrar en realitzar un analisi temporal de ’activacié de caspasa-3 i del
processament d’ICAD mitjangant la técnica de Western Blot (Figura R12). D’aquesta manera, es
pretenia descartar un defecte en la proteolisi d’algun d’aquests components que pogués justificar
I’abséncia del fenotip apoptotic en el tractament amb queleritrina. Tal i com s’observa en la figura
R12, el processament tant de la caspasa-3 com d’ICAD es van produir de forma sincronitzada. Als
30 minuts de tractament amb queleritrina es detectaren el fragment actiu pl9 de caspasa-3 i els
fragments C-terminals p24 i p18 provinents de la proteolisi en els residus d’acid aspartic (Asp)
Aspl17 d’ICAD-L (isoforma llarga d’ICAD) i d’ICAD-S (isoforma curta d’ICAD) respectivament
(Figura R12). Aquesta sincronitzaci6 es realca amb la deteccio a una hora de tractament, tant del
fragment actiu p17 de la caspasa-3 com del fragment C-terminal p11 d’ICAD-L, el qual prové del
segon tall proteolitic realitzat per caspasa-3 en el residu Asp224 de la isoforma llarga (Figura R12).
A més, aquests resultats concordaven amb I’activacio primerenca de les caspases detectada en els
anteriors estudis temporals (comparar figures R11B i R12). Cal remarcar que ’escisié proteolitica
dels dos components es realitza de forma correcta al llarg de tot el tractament amb queleritrina, ja
que es detectaren tots els fragments derivats del processament complet d’aquestes dues proteines
(p191pl7 en el cas de caspasa-3; i p24, pl8 i pl1 en el cas d’ICAD) (Figura R12). Per altra banda,
cal afegir que la deteccio del fragment C-terminal p11 va ser més intensa en les cel-lules tractades
amb queleritrina que en les sotmeses a estaurosporina (Figura R12). A més a més, la deteccio
d’aquest fragment es va mantenir al llarg de tots els temps de tractament amb queleritrina (Figura
R12). Aquest darrer fet resulta especialment rellevant si es té en compte que la deteccio d’aquest
fragment s’associa amb I’alliberament de CAD i la inducci6 del fenotip apoptotic (Tang and Kidd
1998).
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Figura R12. Analisi de I’activaci6 de caspasa-3 i del processament d’ICAD al llarg d’una cinética temporal de
tractament amb queleritrina en les cél-lules SH-SYSY. Les cél-lules SH-SYSY es van tractar amb 10 uM de Che o 1
uM de STP al llarg dels diferents temps de tractament indicats. Es carregaren 20 pg d’extractes totals de proteina per
I’analisi per Western Blot de ’activacié de caspasa-3 i ICAD. Les bandes corresponents al processament dels seus
respectius fragments es mostren a la banda dreta dels panells. L’asterisc ubicat per sobre de pro-caspasa-3 indica la
preséncia d’una banda provinent d’un altre blot, mentres que el segon asterisc situat per sota del p19, indica la preséncia
d’una banda inespecifica. La membrana es tenyl amb NB (naphthol blue) per tal d’avaluar una carrega equitativa de les
proteines.

11. La sobreexpressio d’ICAD-L no permet recuperar la morfologia nuclear apoptotica
després del tractament amb queleritrina

D’acord amb I’analisi realitzat fins ara d’ICAD, els resultats indiquen que el seu
processament s’estava realitzant correctament malgrat s’estigués proteolitzant de forma anticipada
durant el tractament amb queleritrina. Tot 1 aixi, ens vam plantejar la possibilitat que CAD no
s’estigués alliberant correctament d’ICAD degut al rapid processament d’aquesta. A més, cal tenir
en compte que [CAD no solament actua com a inhibidor de CAD, sin6 que exerceix de xaperona de
I’endonucleasa per tal de garantir el seu correcte plegament i expressié funcional (Halenbeck,
MacDonald et al. 1998). ICAD-L és la isoforma principalment associada a la funcié xaperona de
I’endonucleasa (Nagase, Fukuyama et al. 2003; Gu, Dong et al. 1999; Sakahira, Enari et al. 1999),
pel que es va creure convenient incrementar el nivells d’expressio d’aquesta isoforma en les
cel-lules SH-SYSY.

En primer lloc, s’analitzaren els nivells d’expressio d’ICAD en les cel-lules
sobreexpressores d’ICAD-L (SH-SYS5Y pcDNA3-ICAD-L) respecte a les cél-lules control
transfectades amb el plasmid buit (SH-SYS5Y pcDNA3) mitjancant la técnica de Western Blot
(Figura R13A). Tal i com s’observa en la figura R13A, I’increment d’expressio d’ICAD-L detectat
en les cel-lules SH-SYS5Y pcDNA3-ICAD-L també va permetre augmentar els nivells d’expressio
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de CAD degut ala funcio xaperona d’ICAD-L (Nagase, Fukuyama et al. 2003 ; Gu, Dong et al.
1999; Sakahira, Enari et al. 1999). Posterioment, es realitza un analisi de la morfologia nuclear
induida en aquestes cel-lules, després de ser tractades amb queleritrina durant 24 hores (Figura
R13B). L’analisi morfologic revela un a specte de Is nuclis similar a | de tectat en 1es ce I-lules
transfectades amb el plasmid buit, després de sotmetre totes dues linies cel-lulars al tractament amb
queleritrina. A més, el fenotip nuclear visualitzat en cada un dels casos coincidia amb la morfologia
nuclear no apoptotica detectada en cel-lules SH-SYSY wt (comparar figures R13B i RSA). Pel que
fa a estaurosporina, la sobreexpressid6 d’ICAD no va al terar la manifestacid de 1a m orfologia
apoptotica ¢ lassica, l a qual es mostra de forma similartanten les cél-lules sobr eexpressores
d’ICAD-L comen lest ransfectades am bel pl asmidbui t( Figura R13B). Aquest fet es
correlacionava amb resultats previs publicats en els qué es van emprar aquestes mateixes cél-lules
(Yuste, Sanchez-Lopez et al. 2005).

Tot plegat indica que I’increment d’expressid dels nivells d’ICAD-L no és determinant per
assolir la recuperacio del fenotip nuclear apoptotic durant el procés de mort induit per queleritrina.
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Figura R13. Analisi de la morfologia nuclear en les cél-lules SH-SYS5Y sobreexpressores d’ICAD-L després d el
tractatment amb queleritrina. (A) Determinacié mitjancant la técnica de Western Blot dels nivells d’expressié d’ICAD
(panell su perior) i CAD (panell in ferior) e nles c él-lules S H-SY5Y transfectades amb e 1 plasmid b uit (S H-SY5Y
pcDNA3) i en les cel-lules SH-SYSY transfectades amb ICAD (SH-SY5Y pcDNA3-ICAD-L) indicades com a (-) o (+)
respectivament. Tant per 1’analisi dels nivells d’expressié d’ICAD com pels de CAD, s’empraren 20 pg d’extractes totals
de proteina. La membrana utilitzada es tenyi amb NB (naphthol blue) per tal d’avaluar una carrega equitativa de les
proteines. (B) Imatges representatives de morfologia nuclear de les cel-lules SH-SYS5Y pcDNA3 i SH-SYS5Y pcDNA3-
ICAD-L després de deixar-se sense tractar (NT) o tractar-se amb 10 uM de Che o 1 uM de STP durant 24h de tractament.

Les cél-lules emmarcades s’exibeixen en magnificacions més grans ubicades al lateral de cada una de les imatges. La
barra blanca indica una escala de 50 um.

122



RESULTATS

12. La sobreexpressié de ’endonucleasa CAD no restableix el fenotip apoptotic després del
tractament amb queleritrina

Posteriorment als analisis realitzats tant de caspasa-3 com d’ICAD en el procés de mort
desencadenat per queleritrina, ens vam centrar en estudiar la implicaciéo de CAD en la induccio del
fenotip no apoptotic provocat per aquest alcaloide. D’entrada, ens vam plantejar forcar I’expressio
de CAD en les c¢l-lules SH-SYS5Y amb el proposit de determinar si aquest procés de mort requeria
de forma especifica expressar una major quantitat de 1’endonucleasa per tal de manifestar un
fenotip apoptotic. Per aquesta rad, es procedi a analitzar la preséncia tant de la morfologia
apoptotica com de la degradacié oligonucleosomal de I’ADN en cél-lules provinents del laboratori
sobreexpressores de CAD (SH-SY5Y pcDNA3-CAD), després de ser tractades amb queleritrina
durant 24 hores (Figura R14).

D’entrada, tal i com indica la figura R14A, 1’analisi realitzat per Western Blot mostra un
increment dels nivells d’expressio de CAD en les cél-lules sobreexpressores d’aquesta, respecte a
les del seu control de transfecci6. Per altra banda, 1I’expressi6 for¢cada de CAD no altera el procés
de mort induit, donat que 1’assaig de viabilitat cel-lular MTT indicava una reduccio dels nivells de
superviveéncia similars en les dues linies cel-lulars (SH-SYS5Y pcDNA3-CAD i SH-SYSY
pcDNAD3), tant en el tractament amb queleritrina com en el d’estaurosporina (Figura R14B). Pel
que fa a I’analisi morfologic, I’increment d’expressié dels nivells de CAD no va restablir la
morfologia apoptotica en les cél-lules SH-SY5Y pcDNA3-CAD sotmeses al tractament amb
queleritrina, ja que ’aspecte dels nuclis era similar al manifestat per les cél-lules SH-SYS5Y
pcDNA3 (Figura R14C). De la mateixa manera, [’expressio forcada de CAD tampoc va permetre
induir la degradacié oligonucleosomal de ’ADN en les cél-lules SH-SYSY pcDNA3-CAD
tractades amb queleritrina, ja que I’analisi electroforétic de I’ADN tan sols va exhibir la
fragmentaci6 LMW en les cel-lules exposades al tractament d’estaurosporina (Figura R14D). Per
ultim, cal remarcar que I’increment dels nivells d’expressié de CAD no va alterar la morfologia
apoptotica induida per estaurosporina (Figura R14C). En canvi, la fragmentacio oligonucleosomal
de PADN era més marcada en les SH-SYS5Y pcDNA3-CAD que la manifestada en les cel-lules
SH-SY5Y pcDNA3 (Figura R14D).
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Figura R14. La sobreexpressié de CAD en les cél-lules SH-SY5Y no permet recuperar el fenotip nuclear apoptotic
després del tractament amb queleritrina. (A) Determinacio dels nivells d’expressié de CAD mitjangant la técnica de
Western Blot en les cel-lules SH-SYSY transfectades amb el plasmid buit (SH-SYS5Y pcDNA3) o amb CAD (SH-SY5Y
pcDNA3-CAD) indicades respectivament com a (-) o (+). La membrana emprada es tenyi amb NB (naphthol blue) per tal
d’avaluar una carrega equitativa de les proteines. (B, C i D) Les cél-lules SH-SY5Y pcDNA3 i SH-SYS5Y pcDNA3-CAD
es van deixar sense tractar (NT) o es tractaren amb 10 uM de Che o 1 uM de STP durant 24h. (B) Posterioment, es
quantifica la mort cel-lular obtinguda en aquests tractaments mitjangant el recompte de nuclis postius per la tincié amb
PI respecte els totals tenyits amb Hoechst 33342. (C) A continuacio, s’analitza la morfologia nuclear mitjangant la tincid
nuclear de Hoechst emprada en (B). Les cél-lules enquadrades es mostren en magnificacions visualitzades al lateral de les
imatges i I’escala equival a 50 pm. (D) Finalment, es realitza un analisi electroforétic de la degradacio olugonucleosomal
de I’ADN a través d’un gel convencional d’agarosa i la posterior tincié amb bromur d’etidi.
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13. La sobreexpressio de CAD en cel-lules IMR-5 tampoc és capag de recuperar la morfologia
nuclear apoptotica ni la degradacio oligonucleosomal de ’ADN després de sotmetre les
cél-lules a I’insult citotoxic de queleritrina

L’increment en els nivells d’expressio de CAD en cél-lules SH-SYS5Y no permetia restablir
el fenotip de mort apoptotic després de tractar les cél-lules amb queleritrina. Aquests resultats ens
indicaven que la manca del fenotip apoptotic no es devia a un requeriment especific d’expressar
una major quantitat de CAD. Amb el proposit de descartar definitivament aquest fet vam decidir
utilitzar les cél-lules IMR-5, les quals també manifestaven un fenotip de mort no apoptotic després
de tractar-se amb queleritrina (Figura R3). Aquestes cél-lules després de ser sotmeses a un
tractament amb estaurosporina, també es caracteritzen per no manifestar ni la morfologia
apoptotica tipus II ni la fragmentacié oligonucleosomal de I’ADN (Yuste, Bayascas et al. 2001). En
aquest cas, pero, la sobreexpressio de CAD si que permet recuperar el fenotip apoptotic (Yuste,
Bayascas et al. 2001). Es per aixo, que es procedi a analitzar tant la morfologia nuclear com la
degradacio oligonucleosomal de I’ADN en cel-lules IMR-5 sobreexpressores de CAD (IMR-5
pcDNA3-CAD) en comparaci6 a les cél-lules IMR-5 transfectades amb el plasmid buit (IMR-5
pcDNA3), després de tractar totes dues linies cel-lulars amb queleritrina durant 24 hores.

D’entrada, es comprova la sobreexpressio dels nivells de CAD mitjancant la técnica de
Western Blot en les cel-lules IMR-5 pcDNA3-CAD respecte a les cél-lules IMR-5 pcDNA3 (Figura
R15A). Posteriorment, s’analitza la mort induida per queleritrina en aquestes cel-lules a través de
I’assaig de supervivéncia MTT (Figura R15B). Tal i com s’observa en la figura R15B, queleritrina
induida un efecte toxic en les cél-lules IMR-5 sobreexpressores de CAD mostrant, pero, una
toxicitat menor que la manifestada en les cel-lules IMR-5-pcDNA3 després de ser tractades amb
aquest alcaloide. Pel que fa a I’analsi morfologic, les cél-lules IMR-5 pcDNA3-CAD tractades amb
queleritrina van mostrar una morfologia nuclear no apoptotica similar a la detectada en les cél-lules
transfectades amb el plasmid buit (Figura RI15C). A la vegada, les cel-lules IMR-5
sobreexpressores de CAD eren incapaces de manifestar la fragmentacié oligonucleosomal de
I’ADN després de ser tractades amb aquest alcaloide (Figura R15D). Per contra, la sobreexpressio
de CAD va restablir la morfologia apoptotica tipus II i la degradacio LMW de I’ADN en les
cel-lules IMR-5 pcDNA3-CAD tractades amb estaurosporina (Figures R15C i R15D). Per ultim,
cal esmentar que les cél-lules IMRS5-pcDNA3 tractades amb estaurosporina, a diferéncia de les
sotmeses a queleritrina, mostraven una morfologia nuclear apoptotica de tipus I caracteritzada per
una condensacio marginal de la cromatina (Figura R15C).

En conjunt, tots els resultats suggereixen que el fenotip de mort no apoptotic provocat per
queleritrina no es deu definitivament a una manca de nivells de CAD. Aquest fet ens planteja
centrar-nos en I’estudi de CAD endogena durant el procés de mort desencadenat per aquest
alcaloide.
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Figura R15. Les cél-lules IMR-5 sobreexpressores de CAD no manifesten un fenotip de mort apoptotic després de
ser tractades amb queleritrina. (A) Determinacié dels nivells d’expressi6 de CAD mitjangant la técnica de Western
Blot en les cel-lules IMR-5 transfectades amb el plasmid buit (IMR-5 pcDNA3) o amb CAD (IMR-5 pcDNA3-CAD)
indicades respectivament com a (-) o (+). La membrana emprada es tenyi amb NB (naphthol blue) per tal d’avaluar una
carrega equitativa de les proteines. (B, C i D) Les c¢l-lules IMR-5 pcDNA3 i IMR-5 pcDNA3-CAD es van deixar sense
tractar (NT) o es tractaren amb 10 uM de Che o 1 pM de STP durant 24h. (B) Posterioment, es quantifica la mort
cel-lular obtinguda en aquests tractaments mitjangant el recompte de nuclis postius per la tincié de PI respecte als totals
tenyits per Hoechst 33342. (C) A continuacid, s’analitza la morfologia nuclear mitjangant la tincié nuclear de Hoechst
emprada en (B). Les c¢l-lules enquadrades es mostren en magnificacions visualitzades al lateral de les imatges. L’escala
equival a 50 um. (D) Finalment, es realitza un analisi electroforétic de la fragmentaci6 oligonucleosomal de I’ADN a
través d’un gel convencional d’agarosa i la posterior tincié amb bromur d’etidi.
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14. Els nivells d’expressio de CAD no es veuen alterats durant el tractament amb queleritrina

Per tal de procedir a I’estudi de CAD enddgena en el procés de mort induit per queleritrina,
primerament s’analitzaren els nivells de 1’endonucleasa procedents d’extractes totals de proteina
durant diferents temps de tractament amb aquest alcaloide. Aquest analisi es realitza de forma
comparativa amb els nivells detectats al llarg d’un curs temporal de tractament amb estaurosporina.
Tal i com s’observa en la figura R16A, els nivells totals de CAD es van detectar de forma constant
al llarg del tractament tant amb queleritrina com amb estaurosporina. Aquest fet suggeria que
I’endonucleasa no estava patint cap procés de degradacio proteica.

Per altra banda, ens vam plantejar la possibilitat que I’abséncia del fenotip apoptotic
provocat en el procés de mort desencadenat per queleritrina, es podia deure a un defecte en la
localitzacio nuclear de I’endonucleasa que impedis el seu accés a la cromatina. Per aquesta rad,
s’avalua la localitzaci6 subcel-lular de CAD al llarg de diferents temps de tractament amb
queleritrina i en comparacié a l’estaurosporina (Figura R16B). Per fer-ho, vam realitzar un
subfraccionament cel-lular en el qué es van obtenir 3 fraccions: la fraccid citoplasmatica (C),
constituida per proteines solubles en un tampd que contenia 0,1% de Tritdé X-100, entre d’altres
components; la fraccié nucleoplasmatica (N1), extreta amb un tampd hidrofilic i constiuida, per
tant, pels components nuclears més hidrosolubles; i la fraccid cromatinica (N2), composada per la
cromatina i les proteines nuclears unides a aquesta, els quals es van ressuspendre amb un tampd
que contenia SDS a 1’1%, entre d’altres constituents.

Tal i com s’observa en la figura R16B, CAD es localitzava, de forma basal, principalment
en la fraccio citoplasmatica de les cél-lules sense tractar, seguida d’una menor quantitat en la
fraccidé nucleoplasmica i sent absent en la fraccidé cromatinica d’aquestes cel-lules. Quan les
cel-lules eren sotmeses a un estimul citotoxic, I’endonucleasa es detectava a la fraccid cromatinica
(Figura R16B). En el cas de queleritrina, CAD es detecta en aquesta fraccid a una hora de
tractament i en el d’estaurosporina a partir de les 3 hores (Figura R16B). A més, aquesta
localitzacid subcel-lular de CAD detectada després del tractament amb queleritrina, es corresponia
amb el temps de tractament (1 hora) en el qual s’havia detectat, tant I’activacié de caspasa-3 com el
processament d’ICAD (Figura R12). En el cas d’estaurosporina, cal esmentar que el temps de
tractament en el qual s’havia localitzat I’endonucleasa a la fraccid cromatinica (Figura R16B),
també es correlacionava amb el temps d’activacio de les caspases (Figura R11A). Per altra banda,
es va observar una deteccio més forta de CAD a la fraccié cromatinica de les cél-lules tractades
amb queleritrina que amb estaurosporina (Figura R16B). Pel que fa a la fraccié nucleoplasmatica,
els nivells de deteccio de CAD en el cas del tractament amb queleritrina tendien a mantenir-se pero
de manera menys intensa que els mostrats per les cél-lules tractades amb estaurosporina (Figura
R16B). En relaci6 a la fraccid citoplasmatica, es detecta una baixada manifesta de CAD en el darrer
punt temporal de tractament amb queleritrina (Figura R16B). Per ultim, cal remarcar que la puresa
de les diferents fraccions cel-lulars obtingudes s’analitza mitjancant la deteccid de les proteines
piruvat quinasa M2 (PKM2) i topoisomerasa I, com a marcadors especifics de la fraccio
citoplasmatica i cromatinica, respectivament (Figura R16B).

Tot plegat, suggeria que CAD es localitzava a la fraccid cromatinica de les cel-lules
tractades amb queleritrina de forma sincronica a I’activacid prematura de caspases i al
processament anticipat d’ICAD. A més, la quantitat de CAD present en aquesta fraccio hauria de
ser suficient per induir la fragmentacio oligonucleosomal de I’ADN, si ho comparem amb la
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quantitat d’endonucleasa detectada en la fraccid cromatinica de les cél-lules tractades amb

estaurosporina.
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Figura R16. Estudi temporal dels nivells i de la localitzacié cel-lular de CAD durant el tractment amb queleritrina.
Les cel-lules SH-SYSY es tractaren amb 10 uM de Che o 1 pM de STP durant els diferents temps de tractament
especificats en cada cas. (A) 20 pg d’extractes totals de proteina es carregaren per 1’analisi dels nivells de CAD
mitjangant la técnica de Western Blot. La membrana emprada es tenyi amb NB (naphthol blue) per tal d’avaluar una
carrega equitativa de les proteines. (B) Determinacio de la preséncia de CAD a través de la técnica de Western Blot en les
diferents fraccions cel-lulars obtingudes mitjancant la realitzacié d’un subfraccionament cel-lular en el qual s’aillaren: la
fraccié citoplasmatica, representada com a C fraction; la fraccié nucleoplasmatica, indicada com a N1 fraction; i la
fraccié cromatinica, mostrada com a N2 fraction. PKM2 i topoisomerasa I (fopoisomerase I) s’utilitzaren com a controls
de puresa de les fraccions C i N2 respectivament.
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15. El pre-tractament d’estaurosporina no és capag¢ de revertir el fenotip de mort induit per
queleritrina cap a un procés de mort apoptotic

L’analisi de la localitzacié subcel-lular de CAD establi que I’tnica diferéncia en les
cel-lules tractades amb queleritrina respecte a les d’estaurosporina era la translocacio anticipada de
CAD cap a la fraccid cromatinica, ja en la primera hora de tractament. Aquest fet ens planteja
analitzar el fenotip de mort en cél-lules pre-tractades durant una hora amb estaurosporina i
posteriorment tractades durant 6 hores amb queleritrina (Figura R17). D’aquesta manera, es
pretenia analitzar si CAD requeria d’una via de transducci6 de senyalitzacid prévia per tal de poder
induir el fenotip de mort apoptotic, afavorida per citotoxics com estaurosporina, perd que no es
donava durant el tractament amb queleritrina.
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Figura R17. Analisi de la inducci6 dels hallmarks apoptotics en cél-lules pre-tractades amb estaurosporina i
posteriorment sotmeses a un tractament amb queleritrina. Les c¢l-lules SH-SYSY es deixaren sense tractar (-) o es
tractaren (+) amb 10 uM de Che o 1 pM de STP als temps de tractament especificats en cada cas. STP pre-treated indica
la realitzacio d’un tractament d’una hora amb 1’insult apoptotic previ a un posterior tractament de 6 hores amb Che. (A)
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Imatges representatives de la morfologia nuclear induida en les diferents condicions de tractament especificades.
L’analisi morfologic es realitza mitjangant la tinci6 de les cél-lules amb Hoechst 33258. Les cel-lules emmarcades es
mostren en magnificacions ubicades al lateral de les imatges i ’escala indica 50 pm. (B) Analisi electroforétic de la
fragmentacié oligonucleosomal de I’ADN a través d’un gel convencional d’agarosa i la posterior tincié amb bromur
d’etidi per cada una de les diferents condicions de tractament indicades.

Tal i com s’observa en la figura R17, tant la morfologia apoptotica com la degradacio
oligonucleosomal de I’ADN induides per estaurosporina s’inhibien quan queleritrina s’afegia al
medi de cultiu. A més, la morfologia nuclear detectada en les cel-lules pre-tractades amb
estaurosporina i posteriorment tractades amb queleritrina, era similar a la manifestada en el
tractament individual amb aquest alcaloide (Figura R17A). Per altra banda, cal afegir que les
cel-lules tractades amb queleritrina, després del tractament previ amb estaurosporina, van mostrar
un inici de degradacio LMW de ’ADN que no arriba a ser comparable amb la induida per
estaurosporina a 6 hores de tractament (Figura R17B). Malgrat 1’aparicié d’aquesta fragmentacio,
el patr6d observat de degradacio ens va fer pensar que aquesta no es devia a 1’accio de queleritrina,
sin6 que més aviat a I’accid citotoxica d’estaurosporina (comparar carrils 2 1 5 de la figura R17B).
Aixi, els mecanismes de senyalitzaci6 induits per estaurosporina durant la primera hora d’exposicio
no permetien que queleritrina pogués provocar ni la morfologia apoptotica ni la fragmentacio
oligonucleosomal de I’ADN. Per tant, molt probablement, chelirithrina estava inhibint el fenotip
apoptotic induit per estaurosporina. Per ultim, cal remarcar que aquesta inhibici6 del fenotip
apoptotic succeia malgrat estaurosporina es mantingués al medi de cultiu durant les posteriors 6
hores de tractament amb queleritrina.

16. Queleritrina impedeix el fenotip apoptotic induit per estaurosporina manifestant el seu
efecte intercalant sobre ’ADN

En aquest punt, vam voler analitzar la inhibicid del fenotip apoptotic d’estaurosporina en
presencia de queleritrina estudiant el sistema ICAD-CAD i en comparacié a un co-tractament
d’estaurosporina amb 1’agent citotoxic curcumina (cur). Cal dir, que aquest darrer compost s’havia
descrit per la seva capacitat d’impedir el fenotip apoptotic provocat per altres estimuls de mort a
través d’un efecte d’inhibicio directe de CAD (Sikora, Bielak-Zmijewska et al. 2006). Per fer-ho,
en primer lloc s’analitza el fenotip de mort en cel-lules SH-SYSY co-tractades durant 6 hores amb
estaurosporina en preséncia de queleritrina o curcumina (Figures R18A i R18B). Cal remarcar que
curcumina s’empra a una dosi no toxica per les cél-lules, establerta préviament en el laboratori
(dades no mostrades). Tal i com s’observa en les figures R18A i R18B, tant la morfologia
apoptotica com la fragmentacio oligonucleosomal de I’ADN induides per estaurosporina s’inhibien
quan queleritrina o curcumina estaven presents al medi de cultiu. Aquestes dades corroboraven
tant els darrers resultats analitzats (Figura R17), com 1’efecte inhibitori del fenotip apoptotic
descrit per curcumina (Sikora, Bielak-Zmijewska et al. 2006). En segon lloc, s’examina tant
’activacio de caspasa-3 com el processament d’ICAD (Figura R18C). En tots dos co-tractaments
s’indui la proteolisi de la caspasa als seus fragments actius p19 i p17 (Figura R18C). En el cas del
co-tractament d’estaurosporina i queleritrina, la deteccid d’aquests fragments era similar a
I’obtinguda en el tractament individual de queleritrina i més potent que la desencadenada per
estaurosporina (Figura R18C). En el co-tractament d’estaurosporina i curcumina, en canvi, la
deteccid dels fragments actius de caspasa-3 era menys potent, inclus, que I’observada en el
tractament individual d’estaurosporina, principalment, a nivell de deteccié del fragment p19
(Figura R18C). Aquesta diferéncia d’activacid de caspasa-3 podria explicar la inhibicié del fenotip
apoptotic d’estaurosporina per part de curcumina. Pel que fa al processament d’ICAD, en tots dos
co-tractaments es detecta el fragment C-terminal p11 (Figura R18C). Tot i aixi, en el cas del co-
tractament de curcumina i estaurosporina, aquest fragment es detecta de manera menys intensa
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(Figura R18C). Cal remarcar, pero, que en el cas del co-tractament de queleritrina i estaurosporina,
el fragment C-terminal p24 es detecta de forma més feble que en la resta de tractaments (Figura
R18C). Inclus, en aquest darrer co-tractament el fragment C-terminal pl8 era absent, malgrat
I’activacio de caspasa-3 (Figura R18C). De fet, el fragment p18 només es detectava de forma clara
en el tractament individual amb estaurosporina (Figura R18C). Per altra banda, resulta interessant
remarcar que les cél-lules tractades amb curcumina, malgrat no induir I’activacié de caspasa-3,
estaven processant ICAD-L de forma parcial, ja que s’arriba a detectar el fragment C-terminal p24
(Figura R18C). En darrer lloc, en les mateixes mostres en les quals s’havien analitzat I’activacio de
caspasa-3 i el processament d’ICAD, s’examinaren els nivells totals de CAD (Figura R18C).
Aquests es mantingueren constants en tots els tractaments respecte al control de les cel-lules sense
tractar, excepte en aquells en els qué curcumina estava present (Figura R18C). Aquest fet suggeria
la induccié d’un procés especific de degradacid6 de CAD desencadenat per curcumina (Figura
R18C). Finalment, s’analitza la localitzacié subcel-lular de 1’endonucleasa en els diferents co-
tractaments (Figura R18D). Tal i com s’observa en la figura R18D, CAD es detecta a la fraccio
cromatinica de les cél-lules sotmeses als dos co-tractaments (Figura R18D). Tot i aixi, cal esmentar
que els nivells de CAD detectats en la fraccid cromatinica de les cé¢l-lules co-tractades amb
queleritrina i estaurosporina eren majors que els mostrats en les cel-lules tractades amb
estaurosporina i similars als observats en el tractament amb queleritrina (Figura R18D). Per contra,
els nivells de CAD translocats a la fraccid cromatinica de les cél-lules co-tractades amb
estaurosporina i curcumina eren menors que els detectats en el tractament d’estaurosporina (Figura
R18D). Aquest fet es correlacionava amb els baixos nivells totals de CAD observats en aquest co-
tractament (Figures R18C). Aquesta menor deteccid6 de CAD a la fraccid cromatinica de les
cel-lules co-tractades amb estaurosporina i curcumina podria explicar, en aquest cas, la inhibicio
del fenotip apoptotic. Per altra banda, en el cas de queleritrina, el conjunt de resultats suggereixen
que aquesta impedeix el fenotip de mort apoptotic provocat per estaurosporina, malgrat CAD
estigui present en nivells suficients a la fraccié cromatinica.
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Figura R18. Queleritrina inhibeix el fenotip apoptotic d’estaurosporina, malgrat CAD es trobi present a la fraccio
cromatinica. Les cél-lules SH-SYSY es deixaren sense tractar (NT) o es tractaren amb 10 uM de Che, 1 uM de STP o
200 uM de Cur, o bé, es co-tractaren a aquestes mateixes dosis amb STP i Che o STP i Cur durant 6h de tractament. (A)
Analisi de la morfologia nuclear mitjangant la tincié de les cel-lules amb Hoechst 33258 en cada una de les diferents
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condicions de tractament especificades. Les cél-lules enquadradades es visualitzen en magnificacions mostrades al lateral
de les imatges i la barra blanca equival a una escala de 50 um. (B) Determinacié de la fragmentacié oligonucleosomal de
I’ADN per cada una de les diferents condicions de tractament esmentades mitjancant un gel convencional d’agarosa i la
posterior tincié amb bromur d’etidi . (C) Estudi de I’activacio de caspasa-3, del processament d’ICAD i dels nivells totals
de CAD a través de la técnica de Western Blot. Els diferents fragments derivats de la proteolisi de caspasa-3 i ICAD
s’indiquen al lateral del panell i ’analisi es realitza emprant 20 pg d’extractes totals de proteina. Les membranes
emprades es tenyiren amb NB (naphthol blue) per tal d’avaluar una carrega equitativa de les proteines. (D) Estudi de la
localitzacio cel-lular de CAD en la fraccio cromatinica (N2 fraction) a través d’un subfraccionament cel-lular en el que
també es van analitzar la fraccid citolplasmatica (C fraction) i la fraccid nucleoplasmatica (N1 fraction). L’analisi
s’executa mitjangant la técnica de Western Blot 1 PKM2 i topoisomerasa I (topoisomerase I) s’empraren com a
marcadors especifics de les fraccions C i N2 respectivament.

Tot i aixi, el fet que els nivells de CAD estiguessin compromesos en el co-tractament
d’estaurosporina i curcumina, hauria d’implicar la induccié d’una morfologia apoptotica tipus I
(Iglesias-Guimarais, Gil-Guinon et al. 2013). En canvi, les c¢l-lules co-tractades amb aquests dos
compostos van mostrar una morfologia nuclear no apoptotica (Figura R18A). Recentment, s’ha
reportat la capacitat de curcumina per interaccionar amb I’ADN principalment per unié al solc
menor, encara que també pot exhibir propietats intercalants sobre I’ADN (Kumar and Bora 2012).
A més, s’ha descrit que queleritrina exhibeix propietats intercalants en I’ADN amb una preferéncia
d’unio a seqiiéncies d’aquest riques en GC contigiies (Bai, Zhao et al. 2006; Kamins'kyi, Kryv'iak
et al. 2006; Bajaj, McLean et al. 1990). Tot plegat, ens planteja a analitzar 1’efecte intercalant sobre
I’ADN tant de curcumina com de queleritrina. Les propietats d’unié a I’ADN per part d’aquests
compostos podrien ser igualment presents en els processos de mort cel-lular que es desencadenaven
en presencia de queleritrina o curcumina i relacionar-se, en conseqiiéncia, amb la inhibicio del
fenotip de mort apoptotic. Per aquesta rad, vam voler analitzar si en els co-tractaments en els quals
s’estava inhibint el fenotip apoptotic d’estaurosporina, queleritrina i curcumina estaven exhibint
aquests tipus de propietats. Per tal de realizar aquest analisi, vam tenir en compte [’avantatge que
prenen aquest tipus de compostos quan, després d’estar units a I’ADN, si s’exciten a una longitud
d’ona concreta (Aexcitcio)s €meten una senyal de fluorescéncia a una altra determinada longitud
d’ona (Aemissis). De forma més concreta, en el cas de queleritrina s’ha descrit que aquesta, després
d’excitar-se a una A de 488 nm emet la maxima senyal de fluorescéncia a una A de 556 nm. En
conseqiiencia, aquesta senyal es podria detectar a través del filtre de fluorescencia FITC (amb un
pas de banda de Acyciweio €ntre 465-495 nm i de Aemissic €ntre 515-555 nm), si tenim present, a més,
que I’espectre d’emissio de queleritrina s’estableix aproximadament entre les A de 500 1 625 nm
(Liu, Liu et al. 2006). Pel que fa a curcumina, aquesta sent excitada a una A de 465 nm, emet la
maxima senyal de fluorescéncia a una A de 518 nm, la qual es podria detectar també a través del
filtre de fluorescencia FITC (Patra and Barakat 2011). Tenint present el conjunt d’aquestes dades,
vam procedir a realitzar un analisi morfologic en cada un dels diferents tractaments realitzats
mitjangant la tinci6 amb Hoechst 33258. Cal recordar, que aquest agent d’uni6 a I’ADN permet la
visualitzacié de ’aspecte dels nuclis només a través del filtre de fluoresceéncia ultravioleta (UV).
Tal i com s’observa en la figura R19, la deteccid d’aquests només en el filtre UV, es mostrava
sempre que les cél-lules no havien estat tractades ni amb queleritrina ni amb curcumina. Les
cel-lules que havien estat sotmeses a un tractament amb algun d’aquests compostos van manifestar
la seva morfologia nuclear tant en el filtre de fluorescéncia UV com en el de FITC. Tot plegat,
suggeria que els compostos de queleritrina i curcumina, tant de forma individual com en el seu co-
tractament amb estaurosporina, exhibien les seves propietats d’unio a I’ADN. I aquest fet coincidia
en les condicions de tractament en les quals s’havia inhibit el fenotip de mort apoptotic (Figures
R18A i R18B).
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Figura R 19. Analisi de les p ropietats d’unié6 a ’ADN de queleritrina i c urcumina. Les c ¢l-lules SH-SY5Y es
deixaren sense tractar (NT) o es tractaren amb 10 uM de Che, 1 puM de STP 0200 uM de Cur o bé, es co-tractaren a
aquestes mateixes concentracions amb STP i Che (STP+Che) o STP i Cur (STP+Cur) durant 6h. Les cél -lules es van
tenyir amb Hoechst 33258, el qual permeté en tots els tractaments la visualitzacié dels nuclis en el filtre de fluorescéncia
ultravioleta (UV ). La determinacié de les propietats d’uni6 a ’ADN s’examina mitjangant 1’analisi morfologic de
I’aspecte dels nuclis en els altres filtres de fluorescéncia, sent FITC el d’emissio de fluorescéncia verda; i TRITC, el
d’emissio de fluorescencia vermella. Les cel-lules emmarcades es representen en les magnificacions ubicades a la part
dreta inferior de cada imatge. La barra blanca indica 50 pm.
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17. El fenotip apoptotic provocat per I’estaurosporina s’inhibeix en preséncia de compostos
amb propietats d’unié a PADN

Per tal d’examinar la rellevancia de la inhibicié del fenotip apoptotic d’estaurosporina quan
al medi de cultiu s’estava afegint un agent amb propietats d’uni6 a I’ADN, es procedi a realitzar un
analisi dels hallmarks apoptotics induits per aquest alcaloide en preséncia d’altres compostos que
presentaven aquest tipus de propietats. En concret, s’empraren: sanguinarina (Sang), el qual
pertany a la mateixa familia de compostos que queleritrina i és intercalant de I’ADN, pero amb
preferéncia d’unio6 a seqiiencies riques en GC alternades (Bai, Zhao et al. 2006)); Hoechst 33258,
agent d’unid al solc menor de ’ADN amb preferéncia a les seqiiéncies riques en AT (Fox and
Waring 1984); i bromur d’etidi, compost intercalant de I’ADN amb capacitat també d’unir-se al
solc menor d’aquest (Jain, Tsai et al. 1977). L’estudi es dugu¢ a terme després de realitzar un pre-
tractament de les cél-lules SH-SY5Y durant 30 minuts amb els diferents agents d’uni6 a I’ADN i
un posterior tractament de 6 hores amb estaurosporina. Tal i com mostra la figura R20A, la
morfologia apoptotica provocada per estaurosporina s’inhibia sempre que les cél-lules s’havien
pre-tractat amb algun dels compostos que presentaven propietats d’unié a I’ADN. De fet, aquests
compostos van induir un fenotip nuclear no apoptotic tant el tractament realitzat amb
estaurosporina, com en el seu tractament individual (Figura R20A). A més, I’aspecte dels nuclis
detectats en els tractaments de tots aquests agents era similar a 1’induit per queleritrina (Figura
R20A). En el cas del bromur d’etidi, pero, la morfologia nuclear manifestada semblava no
caracteritzar-se per cap afectacid al tamany del nuclis com les que mostraven els tractaments
realitzats amb els altres agents d’unié a I’ADN, si [’aspecte nuclear es comparava amb el del
control de les cél-lules sense tractar (Figura R20A). De la mateixa manera, la fragmentacio
oligonucleosomal de I’ADN desencadenada per estaurosporina també s’inhibia quan les cél-lules es
pre-tractaven amb qualsevol d’aquests agents d’uni6 a I’ADN (Figura R20B). A més, el tractament
individual d’aquests compostos tampoc va promoure aquesta degradaci6 de I’ADN (Figura R20B).

Tenint en compte que el fenotip no apoptotic induit per queleritrina coincidia amb una
activacio prematura de les caspases, vam dur a terme un analisi d’aquest tipus d’activacié en les
cel-lules pre-tractades amb els diferents agents d’unié a I’ADN i posteriorment tractades amb
estaurosporina (Figura R20C). Per fer-ho, es realitza un analisi del processament de caspasa-3 i
d’un substracte generic de caspases (PARP) mitjangant la técnica de Western Blot durant
tractaments d’una hora, per tal de poder detectar 1’activacié prematura de les caspases; i de 6 hores,
donat que aquest era el temps que s’havia emprat per I’analisi realitzat dels hallmarks apoptotics
(Figura R20C). Tal i com s’observa en la figura R20D, les c¢l-lules que manifestaven un fenotip no
apoptotic a 6h de tractament amb els diferents agents d’unié a I’ADN, tant en preséncia com en
abseéncia d’estaurosporina, van mostrar tant caspasa-3 processada als fragments actius p19 i p17,
com la proteolisi de PARP al fragment p85 (Figura R20C). En el cas dels tractaments
individualitzats de Hoechst i bromur d’etidi, pero, tan sols es detecta el fragment p19 de caspasa-3 i
en el cas particular de Hoechst, PARP no s’arriba a proteolitzar (Figura R20C). Per contra,
I’addicié d’estaurosporina al medi de cultiu en aquests dos tractaments €s on va potenciar més
I’activacio de caspases (Figura R20C). En concret, la preséncia d’estaurosporina en els tractaments
de Hoechst i bromur d’etidi indui la generacié tant del fragment actiu p17 de caspasa-3, com del
fragment p85 de PARP en el cas particular de Hoechst (Figura R20C). En canvi, els tractaments
amb queleritrina i sanguinarina en preséncia d’estaurosporina van mostrar una activaciéo de
caspases similar a 1’observada en els seus tractaments individualitzats (Figura R20C). A una hora
de tractament, en canvi, ’activacié de caspases tan sols es manifesta en les cel-lules que havien
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estat tractades amb queleritrina i sanguinarina i independentment de la preséncia d’estaurosporina
al medi de cultiu (Figura R20C).

En conjunt, els diferents resultats obtinguts suggereixen que la inhibici6 del fenotip
apoptotic es pot relacionar amb compostos que presenten propietats d’unido a I’ADN, malgrat
aquests puguin arribar a induir una activacié de les caspases. No obstant, 1’activacié prematura
d’aquestes no es pot generalitzar amb altres agents d’uni6 a I’ADN, sin6 que sembla exclusiu de
compostos amb propietats intercalants a I’ADN pertanyents a la familia de benzofenantridines, tals
com queleritrina i sanguinarina.
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Figura R20. Estudi de la induccio del fenotip apoptotic d’estaurosporina en cél-lules pre-tractades amb agents
d’unié a PADN. Les cél-lules SH-SYSY es deixaren sense tractar (indicades com a NT o (-)) o es pre-tractaren (+) amb
diferents agents d’unié a ’ADN a les concentracions de 20 uM de Che, 20 pM de Sang, 400 uM de BrEt o 100 uM de
Hoechst durant 30 minuts de pre-tractament. Posteriorment a aquest pre-tractament, STP s’afegi al medi de cultiu a una
concentracié de 2 uM durant 6h de tractament. (A) Analisi de la morfologia nuclear induida en cada un dels diferents
tractaments esmentats mitjancant la tincié de les cél-lules amb Hoechst 33258. Les cél-lules emmarcades es visualitzen
en magnificacions situades al lateral de les imatges. L’escala indica 50 pm. (B) Determinacié de la fragmentacio
oligonucleosomal de I’ADN a través d’un gel convencional d’agarosa i la posterior tinciéo amb bromur d’etidi. (C) Analisi
del processament de caspasa-3 i del substracte genéric de caspases PARP a través de la tecnica de Western Blot. L’estudi
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d’activaci6 de caspases es realitza tant a 1 hora com a 6 hores de tractament. Les membranes emprades es tenyiren amb
NB (naphthol blue) per tal d’avaluar una carrega equitativa de les proteines.

18. Tant ’addicié d’antioxidants tiolics com la d’un inhibidor de la necroptosi al medi de
cultiu, eviten la mort cel-lular induida per queleritrina

Amb el proposit de proseguir en I’estudi de les possibles causes que estiguessin alterant
I’estat funcional de CAD i que fossin, en conseqiiéncia, responsables de la induccio del fenotip no
apoptotic desencadenat per queleritrina, es decidi realitzar un analisi de la mort induida per
queleritrina en preséncia de diferents tipus d’inhibidors. D’aquesta manera, es pretenia examinar si
els esdeveniments cel-lulars associats a la inhibici6 d’aquests compostos tenien una implicacid
prou determinant en el procés de mort desencadenat per queleritrina com per ser claus en la
induccid d’aquest fenotip no apoptotic.

Per tal realitzar aquest tipus d’analisi, les cel-lules SH-SYSY es pre-tractaren durant una
hora amb diferents tipus d’inhibidors i posteriorment, es tractaren amb queleritrina durant 24 hores.
En cada un d’aquests tractaments, s’avalua la mort cel-lular i es dugué a terme un analisi
morfologic mitjangant la técnica de doble tincié nuclear de Hoechst i PI (Figura R21).

Pel que fa als diferents inhibidors emprats, aquests van incloure: compostos inhibidors de
diferents tipus de proteases, agents antioxidants i un inhibidor necroptotic. Entre el primer grup es
van incloure inhibidors de proteases de tipus aspartat com la pepstatina A, la qual és potent
inhibidora tant de la cathepsina D, com de la pepsina i la renina (Nowakowska and Godlewski
1979; Umezawa, Aoyagi et al. 1970; Moxey and Trier 1978); AEBSF, inhibidor d’ampli espectre
de proteases en serina (Baker and Cory 1971; Markwardt, Drawert et al. 1974); i agents com el
TPCK, el qual inhibeix proteases tant de tipus serina, com la a-quimiotripsina (Schoellmann and
Shaw 1963), com de tipus cisteina, entre les quals destaquen la bromelaina i la papaina (Murachi
and Kato 1967; Whitaker and Perez-Villase nor 1968). Per altra banda, també s’inclogueren
inhibidors especifics de determinats tipus de proteases com el compost Z-LLF, el qual inhibeix
calpaines (proteases de tipus cisteina), cathepsines (inclouen proteases de tipus serina, cisteina i
aspartat) i, de forma principal, 1’activitat quimiotrypsin-like del proteosoma 20S (Tsubuki, Saito et
al. 1996; Sasaki, Kishi et al. 1990; Vinitsky, Michaud et al. 1992); Z-LLnV, amb els mateixos
efectes d’inhibicié que Z-LLF pero sense inhibir les cathepsines (Tsubuki, Saito et al. 1996;
Vinitsky, Michaud et al. 1992); Z-VAD, inhibidor d’ampli espectre de caspases (proteases de tipus
cisteina) amb capacitat també d’inhibir calpaines i cathepsines (entre les quals mostra elevada
afinitat per les cathepsines B i H, totes dues proteases sent de tipus cisteina) (Waterhouse, Finucane
et al. 1998; Rozman-Pungercar, Kopitar-Jerala et al. 2003; Schotte, Declercq et al. 1999); i
leupeptina, la qual inhibeix diferents proteases de tipus cisteina que inclouen calpaines
(Moldoveanu, Campbell et al. 2004), la papaina (Schultz, Varma-Nelson et al. 1989) i les
cathepsines B, H i L (Knight 1980; Barrett, Kembhavi et al. 1982), amb un efecte inhibitori també
en proteases de tipus serina com la plasmina (Anonick and Gonias 1991), la calicreina (McConnell,
York et al. 1993) i la tripsina (Kuramochi, Nakata et al. 1979). Per contra, altres dels compostos
que s’empraren, es caracteritzaven per inhibir de forma especifica determinades proteases pero sent
totes de tipus cisteina com ara el compost Z-FA, el qual és un potent inhibidor de les catthepsines
B, LiS (Van Noorden, Smith et al. 1988; Bromme, Steinert et al. 1989), de les proteases papaina i
cruzaina (McGrath, Eakin et al. 1995; Harth, Andrews et al. 1993) i pot arribar a inhibir de forma
parcial el processament de les caspases efectores (Lopez-Hernandez, Ortiz et al. 2003); Ac-LLN,
un potent inibidor de cathepsina L amb capacitat també per inhibir la cathepsina B, les calpaines I i
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II (Sasaki, Kishi et al. 1990; Tsubuki, Saito et al. 1996); Ac-LLM, compost amb les mateixes
caracteristiques que Ac-LLN pero més potent a nivell d’inhibicié de la calpaina I (Sasaki, Kishi et
al. 1990; Tsubuki, Saito et al. 1996; Vinitsky, Michaud et al. 1992); i Z-FL, inhibidor especific de
cathepsina S, tot i que de manera feble també pot inhibir la cathepsina B (Sasaki, Kishi et al. 1990;
Chen, Chang et al. 2011). Pel que fa als agents antioxidants, es van incloure compostos inhibidors
de 1’oxidacio dels grups tiols com la forma del glutati6 metilada (Me-GSH), el DTT i la n-
acetilcisteina (NAC); 1 antioxidants no tiolics que principalment inhibeixen 1’oxidacio dels lipids,
tals com [’acid ascorbic (AA), I’a-tocopherol (TCP) i el trolox (TRO) (per més informacio
d’aquests compostos, veure 1’apartat de 2.3.2.B.1.4. “Processos de detoxificacié cel-lular). Per
ultim, s’inclogué necrostatina-1 (Nec), com inhibidor de la necroptosi (Degterev, Huang et al.
2005; Degterev, Hitomi et al. 2008).

Tal i com s’observa en la figura R21, la mort cel-lular induida per queleritrina s’evitava
quan algun dels antioxidants tidlics s’afegia al medi de cultiu. En aquests casos, el percentatge de
mort provocat per queleritrina (91,56%) es va reduir a percentatges del 3,87% en el cas del
tractament amb DTT, 13,65% pel del glutatio i 6,86% en el realitzat en preséncia de n-acetilcisteina
(Figura R21A). A més, cal remarcar que cap dels altres antioxidants emprats, van reduir d’aquesta
manera els percentatges de mort desencadenats per queleritrina (Figura R21A). Tan sols s’arriba a
detectar una reducci6é d’aquests d’aproximadament el 20% en el cas de I’acid ascorbic (Figura
R21A). Per altra banda, I’inhibidor de la necroptosi també va ser capag¢ de prevenir la mort
desencadenada per queleritrina i assolint nivells de mort tan baixos (3,73%) com els detectats en
els tractaments de DTT i n-acetilcisteina (Figura R21A). Cal afegir, que els inhibidors d’ampli
espectre de caspases, Q-VD-OPh i ZVAD, també van protegir les cel-lules SH-SYSY de la mort
induida per queleritrina (Figura R21A). Aquest fet corroborava que el procés de mort desencadenat
per aquest alcaloide s’estava realitzant de manera depenent de caspases (Figura R21A). A més, cal
esmentar que 1’analisi morfologic derivat de la doble tincié nuclear amb PI i Hoechst, rebelava que
tots els inhibidors que havien evitat el procés de mort cel-lular induit per queleritrina, també
impedien el fenotip nuclear no apoptotic provocat per aquest alcaloide (Figura R21B). Per ultim,
cal tenir en compte que varis inhibidors de cathepsines i calpaines com Z-LLF, Z-LLnV, Z-FL i
Ac-LLN, estaven en el seu tractament individual induint percentatges de mort entre el 20 i el 40%
(Figura R21A). En aquest sentit, cal tenir present que en aquests casos es podia estar afavorint a la
induccié d’una major toxicitat en preséncia de queleritrina. Malgrat aquesta consideraciod, pero, el
percentatge de mort de queleritrina en aquests tractaments es va reduir aproximadament un 10%
(Figura R21A). Aquest fet va suggerir una subtil implicacié d’aquest tipus de proteases en el
desencadenament del procés de mort induit per queleritrina. En qualsevol cas, el conjunt de dades
mostrava els processos d’estrés oxidatiu i els mecanismes de senyalitzacio associats a la necroptosi
com a factors determinants en el procés de mort provocat per queleritrina.
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Figura R21. Diversos antioxidants tiolics i un inhibidor de ne croptosi impedeixen la mort cel-lular i nduida per
queleritrina. Les c¢l-lules SH-SYS5Y es deixaren sense tractar (NT) o es pre-tractaren durant una hora amb diferents
inhibidors a les concentracions finals de: 20 uM de Q-VD-OPh, 100 uM de pepstatina A (Pepstatin A), 10 uM de TPCK,
150 uM d’AEBSF, 20 uM de Z-LLF, 20 uM de Z-LLnV, 50 uM de ZVAD, 100 uM de Z-FA, 100 pM de leupeptina
(Leupeptin), 20 uM d’Ac-LLN, 20 uM d’Ac-LLM, 20 uM de Z-FL, 2 mM de DTT, 5 mM de Me-GSH, 5 mM de NAC,
100 uM d’AA, 1 mM de TCP, 100 uM de TRO o 50 uM de Nec. Posteriorment a la realitzacio del pre-tractament,
s’addiciona Che (indicat com a + Che) al medi de cultiu a una concentraci6 final de 10 uM durant 24h de tractament. (A)
Quantificacio de la mort cel-lular induida per Che en cada un dels diferents tractaments esmentats mitjancant el recompte
de nuclis positius per PI respecte els totals tenyits per Hoechst 33342. Les barres blanques i negres indiquen els diferents
tractaments dels inhibidors en abseéncia i presencia de Che respectivament. (B) Imatges representatives de la morfologia
nuclear induida en els diferents tractaments esmentats, després de re alitzar la doble tincidé deles cel -lulesamb PIi
Hoechst emprada en (A). Les cél-lules viables es visualitzen en blau a través de la seva tincié amb Hoechst i les cél-lules
mortes s’il-lustren en rosa per la doble tincioé nuclear de PI i Hoechst. La barra blanca indica 50 pm.
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Pel que fa a I’inhibidor de la necroptosi, d’entrada vam voler establir la concentracio
minima d’aquest compost amb la qual s’estava inhibint la morfologia nuclear induida per
queleritrina. Per aixd, es realitzd un analisi morfologic després de pre-tractar les cel-lules SH-
SYS5Y durant 1 hora amb diferents concentracions de necrostatina-1 i posteriorment tractar-les
durant 24 hores amb queleritrina (Figura R22A). Tal i com mostra la figura R22A, 1’analisi
morfologic reveld 50 pM com a la dosi de necrostatina-1 requerida per impedir la induccid del
fenotip nuclear no apoptotic provocada per queleritrina. Tenint en compte que el fenotip no
apoptotic induit per queleritrina era depenent de caspases, vam voler determinar I’estat d’activacid
d’aquestes en la concentracid de necrostatina-1 en la qual s’estava evitant aquest fenotip nuclear.
Per fer-ho, es realitza un analisi comparatiu del processament de caspasa-3 en cel-lules tractades
amb queleritrina amb preséncia de necrostatina-1, respecte a cél-lules tractades unicament amb
aquest alcaloide al llarg d’un curs temporal (Figura R22B). Tal i com s’observa en la figura R22B,
caspasa-3 no es proteolitza en cap dels diferents temps de tractament amb queleritrina en les
cel-lules que havien estat pre-tractades amb necrostatina-1. Per tant, tot plegat suggereix que
necrostatina-1 era capa¢ d’impedir tant el fenotip de mort no apoptotic provocat per queleritrina
com inhibir I’activacié de les caspases.

Per altra banda, també es realitza un analisi de 1’activacié de caspases en les cél-lules que
havien estat pre-tractades amb diferents agents antioxidants i posteriorment sotmeses a 24 hores de
tractament amb queleritrina (Figures R21 i R23A). Per fer-ho, es realitza tant un analisi del
processament de caspasa-3 mitjancant la técnica de Western Blot, com [’assaig d’activitat de
caspases DEVDasa (Figura R23A). Tal i com s’observa en la figura R23A, els mateixos agents
antioxidants que havien impedit el fenotip de mort amb queleritrina (Figura R21), també van evitar
I’activaci6 de caspases desencadenada per aquest alcaloide. Per una banda, els fragments actius de
la caspasa-3 (pl19 i pl7) eren absents en les cél-lules que havien estat pre-tractades amb els
antioxidants tiolics DTT, glutati6 o n-acetilcisteina (Figura R23A). D’altra banda, 1’assaig
DEVDasa va mostrar en els diferents pre-tractaments realitzats amb aquests mateixos antioxidants
tiolics, una reduccio dels valors d’activitat de caspases induits per queleritrina (Figura R23A). Pel
que fa als altres antioxidants emprats (acid ascorbic, a-tocopherol i trolox), les cel-lules que havien
estat pre-tractades amb aquests no van mostrar aquesta inhibicié de les caspases (Figura R23A).
Cal remarcar, pero, que en aquests tractaments no s’indui una baixada de la pro-forma de caspasa-3
ni una deteccio dels fragments actius d’aquesta tan potent com la manifestada en el tractament
individual amb queleritrina (Figura R23A). A més, els valors d’activitat de caspases van disminuir
lleugerament en el cas del pre-tractament amb aquest tipus d’antioxidants (Figura R23A). En
conjunt, aquestes darreres dades realcen la implicacié dels processos cel-lulars oxidatius en el
desencadenament de la mort induida per queleritrina i estableixen el dany oxidatiu de tipus tiolic
com a un factor clau per la induccié d’aquesta. Tenint en compte aquesta consideracio i els darrers
resultats obtinguts, vam voler determinar quina era la localitzaci6 subcel-lular de CAD en preséncia
de queleritrina i DTT. Per aquesta rad, es realitza un subfraccionament cel-lular en el qual
s’aillaren la fraccio citoplasmatica (C fraction), la nucleoplasmatica (N1 fraction) i la cromatinica
(N2 fraction), després de pre-tractar les cél-lules durant 1 hora amb I’antioxidant DTT i sotmetre-
les a un tractament posterior d’una hora amb queleritrina (Figura R23B). Tal i com s’observa en la
figura R23B, CAD tan sols es detecta a la fraccid cromatinica de les cél-lules tractades amb
queleritrina, sent absent a la de les cel-lules sotmeses al tractament amb queleritrina tant en
preséncia de DTT com de I’inhibidor de caspases Q-VD-OPh (QVD). Cal esmentar, que el
tractament amb queleritrina i Q-VD-OPh s’havia utilitzat com a control negatiu de deteccio de
CAD a la fraccidé cromatinica. Per altra banda, cal afegir que la localitzaci6 de CAD en les
condicions de tractament amb queleritrina i DTT era similar a la mostrada de forma basal en les
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cel-lules sense tractar (Figura R23B). En concret, en aquestes condicions de tractament CAD també
es detectava a la fracci6 citoplasmatica i, amb menors nivells, a la nucleoplasmatica (Figura R23B).
Per ultim, la detecci6 de PKM?2 i de la topoisomerasa I a les respectives fraccions citoplasmatica i
cromatinica, corrobora la puresa de les fraccions analitzades (Figura R23B).
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Figura R22. Necrostatina-1 inhibeix ’activacié de caspases induida per queleritrina. (A) Les c¢l-lules SH-SYSY es
deixaren sense tractar (NT) o es pre-tractaren amb Nec durant 1h a les diferents concentracions indicades en les imatges i
especificades com a concentracions d e pre-tractament finals. P osteriorment al p re-tractament, Che s’afegi al medi de
cultiu a una concentraci6 final de 10 uM durant 24h. Els tractaments dels controls de Che, Neci STP es realitzaren
també durant 2 4h i emprant les concentracions respectives de 10 uM, 50 uM i 1 pM. L’analisi morfologic en les
diferents condicions de tractament esmentades es dugué a terme mitjangant la tincié de les cél-lules amb Hoechst 33342.
Les cél-lules emmarcades s’exhibeixen en magnificacions ubicades al lateral de les imatges i la barra blanca indica 50
um. (B) Analisi temporal del processament de caspasa-3 en les cél-lules SH-SYSY tractades amb 10 uM de Che o 50
uM de Nec o bé, pre-tractades amb 50 uM de Nec durant 1h i posteriorment tractades amb 10 pM de Che (indicat com a
Nec + Che). Tots els tractaments es realitzaren als corresponents temps indicats. El processament de la caspasa-3 al seu
fragment de pre-activacié p20 i actiu p19 s’indica a la banda dreta del panell. La membrana emprada es tenyi amb NB
(naphthol blue) per tal d’avaluar una carrega equitativa de les proteines.
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Figura R23. Estudi de la protecci6 exercida pels antioxidants tiolics en la mort cel-lular induida per queleritrina.
(A) Les cel-lules SH-SYSY es deixaren sense tractar (NT) o es tractaren amb 10 uM de Che o bé, es pre-tractaren durant
1h amb antioxidants de tipus tiolic (DTT, Me-GSH o NAC) o no tiolic (AA, TCP o TRO) amb la posterior addicié de
Che al medi de cultiu (indicat com a + Che) a una concentraci6 final 10 uM durant 24h. Les concentracions finals de pre-
tractament utilitzades pels diferents antioxidants van ser: 2 mM de DTT, 5 mM de GSH, 5 mM de NAC, 100 uM d’AA,
1 mM de TCP o 100 uM de TRO. A la banda dreta, s’obtingueren 50 ug d’extractes totals de proteina per analitzar el
processament de caspasa-3 als seus fragments actius mitjancant la técnica de Western Blot. La membrana e mprada es
tenyi amb NB (naphthol blue) per tal d’avaluar una carrega equitativa de les proteines. A la banda esquerra, s’analitza
I’activitat de caspasa en les mateixes condicions d e tractament es mentades a través de 1’assaig d’activitat DEVDasa
incubant durant 12h en el fluorimetre 20 pg d’extractes de proteina amb el substracte fluorogeénic Ac-DEVD-afc. Els
resultats d’activitat es van processar com a unitats arbitraries de fluorescéncia (A.U. fluorescence). (B) Les cél-lules SH-
SYSY es deixaren sense tractar (NT) o es tractaren amb 10 uM de Che i/0 20 uM Q-VD-OPh (QVD) 0 2 mM de DTT
durant 1h de tractament o bé, es pre-tractaren durant 1h amb una concentracid final de 2 mM de DTT amb la posterior
addici6 al medi de cultiu de Che a u na concentraci6 final de 10 pM durant també 1h. A continuacio, s’analitza la
localitzacio cel-lular de CAD a través d’un subfraccionament cel-lular en el qué s’obtingueren la fraccié citoplasmatica
(C fraction), la fracci6 n ucleoplasmatica ( N1 fraction) i la fraccié ¢ romatinica (N2 fraction). L’analisi es realitza
mitjancant la técnica de Western Blot. PKM2 i topoisomerasa I (fopoisomerase I) s’empraren com a marcadors especifics
de les fraccions C i N2 respectivament.

19. L’addicié de queleritrina al medi de cultiu provoca un increment intracel-lular d’espécies
reactives de I’oxigen

Un cop establerts els processos d’estrés oxidatiu com a un factor clau en el
desencadenament del pr océs de mort i nduit per que leritrina, vam dec idir m esurar 1 a quantitat
d’espécies reactives de 1’oxigen (ROS). L’analisi es realitza a 1 i 6 hores de tractament amb
queleritrina 1 de forma com parativa al es cel-lules tractades amb estaurosporina dur ant aquests
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mateixos temps (Figura R24). Per fer-ho, la quantificacié de les especies reactives de 1’oxigen es
dugué a terme emprant la sonda DHE (dihiydroethidium), I’oxidacio de la qual implica la generacio
d’una senyal de fluorescéncia vermella que vam detectar a través de citometria de fluxe (Figura
R24).

Tal i com s’observa en la figura R24, el tractament amb queleritrina durant 1 hora mostra
un elevat percentatge de cel-lules productores de ROS (62,5%), mantenint-se fins a 6 hores.
Estaurosporina, en canvi, malgrat va induir un percentatge de cél-lules positives pels ROS del
42,0% a les 6 hores de tractament, no va arribar a provocar estrés oxidatiu durant la primera hora
de tractament (Figura R24). Tot plegat, suggereix que la manifestacio prematura detectada del
fenotip de mort provocat per queleritrina coincideix amb la produccié d’una elevada quantitat dels
ROS detectada també de forma anticipada.
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Figura R24. Queleritrina indueix una produccié accentuada d’espécies reactives de 1’oxigen en les cél-lules SH-
SY5Y. Analisi citométric de la produccio intracel-lular dels ROS utilitzant la sonda fluorescent DHE en c¢l-lules SH-
SY5Y no tractades (NT) o tractades amb 10 uM de Che o 1 uM de STP durant els temps indicats de tractament. Les
dades citométriques es van representar en histogrames que mostren el nimero d’esdeveniments cel-lulars (counts) en els
eixos de les y, respecte a la intensitat de la senyal fluorescent vermella emesa per la sonda (Red fluorescence) i indicada
en una escala logaritmica en els eixos de les x. La linia discontinua separa a la banda dreta la poblacidé de c¢l-lules
positives per la senyal fluorescent de la sonda i el percentatge d’aquestes cél-lules s’indica en cada una de les diferents
condicions de tractament.

20. El fenotip de mort induit per la queleritrina varia segons la concentracié d’antioxidant
tiolic present al medi de cultiu

Per tal de seguir estudiant la implicacio dels processos d’oxidacio tiolica en el procés de
mort induit per queleritrina, primerament vam analitzar el perfil de mort desencadenat per aquest
alcaloide emprant diferents concentracions de DTT (Figura R25A). En concret, es realitzaren pre-
tractaments amb el DTT durant 1 hora i disminuint la concentraciéo d’aquest de forma gradual
desde la dosi amb la qual haviem detectat la proteccio del procés de mort cel-lular provocat per
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queleritrina (2 mM). Posteriorment, es van sotmetre les cél-lules a un tractament de 6 hores amb
aquest alcaloide.

Tal 1 com s’observa en la figura R25A, I’analisi de mort cel-lular realitzat mitjancant la
técnica de doble tincié nuclear amb PI i Hoechst mostrava una reduccié aproximadament del 80%
dels nivells de mort induits per queleritrina en les concentracions de pre-tractament 2 i 1 mM de
DTT. En aquestes concentracions, 1’analisi morfologic revelava una proteccié del fenotip nuclear
no apoptotic induit per queleritrina (Figura R25B). En concentracions de pre-tractament inferiors
(de 0,9 a 0,4 mM) la proteccid de la mort provocada per aquest alcaloide va ser parcial, ja que es
van assolir percentatges de mort d’aproximadament d’entre el 30 i el 50% (Figura R25A). En
aquestes concentracions, es detectd una morfologia apoptotica de tipus II, manifestada de forma
més predominant en les concentracions de pre-tractament d’entre 0,6 i 0,4 mM (en la figura R25B
es mostra de forma representativa [’aparicid6 d’aquesta morfologia a la concentraci6 de pre-
tractament 0,5 mM). Finalment, en les concentracions d’entre 0,3 i 0,01 mM, els nivells de mort
induits per queleritrina eren similars als detectats en el tractament individual d’aquest alcaloide
(Figura R25A). La morfologia nuclear manifestada en aquests casos era de forma predominant de
tipus no apoptotic i amb un aspecte dels nuclis semblant a 1’obtingut en el tractament amb
queleritrina (veure la imatge representativa de la induccié d’aquesta morfologia en la dosi de pre-
tractament de DTT de 0,1 mM mostrada en la figura R25B). Tot i aixi, cal esmentar que la
concentracié de 0,3 mM era una dosi intermitja entre les concentracions en les quals s’estava
induint de forma predominant una morfologia apoptotica tipus II i un fenotip nuclear no apoptotic
(imatges no mostrades).

Tenint en compte aquests resultats, vam voler analitzar tant la fragmentacio
oligonucleosomal de I’ADN com 1’activacié de les caspases emprant diferents concentracions de
pre-tractament amb DTT. En concret, s’utilitzaren les segiients concentracions: 1 mM, la qual havia
impedit el fenotip nuclear no apoptotic induit per queleritrina; 0,5 mM, com a concentracid
representativa de la manifestacié predominant de la morfologia apoptotica tipus II; i 0,1 mM, com
a la concentracio en la qual el fenotip nuclear detectat era similar a 1’induit per queleritrina (Figures
R25B, R25C i R25D). Els dos analisis es realitzaren després de pre-tractar les cél-lules amb les
corresponents concentracions de DTT durant 1 hora i tractar-les posteriorment amb queleritrina
durant 6 hores. Tal i com s’observa en la figura R25C, la fragmentaci6 oligonucleosomal de I’ADN
no s’indui en cap de les concentracions de pre-tractament de DTT emprades, malgrat la preséncia
de la morfologia apoptotica de tipus II en la concentracié de 0,5 mM (Figura R25B). Pel que fa a
I’analisi d’activacio de caspases, aquest es dugué a terme examinant tant el processament de
caspasa-3 com el del seu substracte, ICAD, als seus respectius fragments mitjancant la técnica de
Western Blot (Figura R25D). Aquest analisi a part de realitzar-se a les 6 hores de tractament amb
queleritrina, també s’efectua al cap d’una hora de tractament amb aquest alcaloide per cada una de
les diferents concentracions de pre-tractament de DTT esmentades anteriorment (Figura R25D).
Tal i com mostra la figura R25D, tant el processament de caspasa-3 com el d’ICAD s’inhibien als
dos temps de tractament (1h i 6h) amb queleritrina quan la concentracié de pre-tractament amb
DTT era la que impedia la manifestacio¢ del fenotip nuclear provocada per aquest alcaloide (1 mM)
(Figura R25B). En canvi, en la concentracié de pre-tractament en la qual detectavem la morfologia
apoptotica tipus II (0,5 mM), I’activacié de caspasa-3 i la proteolisi d’ICAD es van observar a
només 6 hores de tractament (Figures R25B i R25D). Per contra, el processament d’aquests dos
components es detectava en els dos temps de tractament amb queleritrina i en preséncia de DTT a
una concentracié de 0,1 mM (Figura R25D). Cal remarcar que en aquest darrer cas de pre-
tractament, la proteolisi d’ ICAD succeia de forma similar a la mostrada en el tractament individual
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amb queleritrina (Figura R25D). De fet, en aquestes dues condicions de tractament s’observa una
deteccié menys intensa del fragment p18 provinent de la proteolisi d’ICAD-S respecte a la del
fragment p24 d’ICAD-L (Figura R25D). A més, cal destacar que el fragment p18 es detecta de
forma més accentuada en la concentracié de pre-tractament 0,5 mM (Figura R25D). Tot plegat,
indica que amb determinades concentracions de DTT al medi de cultiu, queleritrina indueix una
morfologia apoptotica de tipus II amb un retard de I’activacié de les caspases. Tot i aixi, aquest
fenotip de mort no va acompanyat d’una fragmentacié oligonucleosomal de I’ADN.
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Figura R25. Queleritrina indueix un fenotip nuclear apoptotic en abséncia de la degradaci6 LMW de I’ADN quan
determinades concentracions de DTT sén presents al medi de cultiu. Les cel-lules SH-SY5Y es deixaren sense tractar
(NT) o es tractaren amb 10 uM de Che o 2 mM de DTT o bé, es pre-tractaren durant 1h amb les diferents concentracions
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de DTT especificades en cada cas. Posteriorment, les cél-lules es tractaren amb Che a una concentracié final de 10 uM
durant 6 h de tractament. Les diferents concentracions de pre-tractament de DTT especificades es consideren com a
concentracions finals i el triangle blanc indica un gradient d’aquestes partint de la concentracio més gran utilitzada (2
mM) a la menor (0,01 mM). (A) Estudi de la mort cel-lular manifestada en cada una de les diferents condicions de
tractament esmentades mitjancant el recompte de nuclis positius per la tincid amb PI respecte als totals tenyits per
Hoechst 33342. (B) Analisi de la morfologia nuclear en les mateixes condicions de tractament especificades anteriorment
perd mostrant, en el cas de les diferents concentracions de pre-tractament de DTT, només el detall morfologic de les
condicions indicades en les imatges (1 mM, 0.5 mM i 0.1 mM). L’analisi morfologic es realitza mitjancant la tinci6
cel-lular amb Hoechst 33342 emprada en (A) i les cél-lules emmarcades es magnifiquen al lateral de cada imatge.
L’escala equival a 50 um. (C) Determinacié de la fragmentacié oligonucleosomal del DNA a través d’un gel
convencional d’agarosa i la posterior tincié amb bromur d’etidi en les mateixes condicions de tractament analitzades en
(B). STP s’utilitza a la concentracié d’1 uM durant 6 hores de tractament com a control positiu de fragmentacio
apoptotica de I’ADN. (D) Estudi de ’activacié de caspasa-3 i el seu substracte ICAD en les mateixes condicions de
tractament analitzades en (B i C). El processament de caspasa-3 i ICAD als seus respectius fragments s’indica a la banda
dreta del panell i ’analisi d’aquests es realitza a 1 hora i a 6 hores de tractament per cada una de les condicions de
tractament especificades. L’estudi es dugué a terme mitjancant la técnica de Western Blot i la membrana emprada es tenyi
amb NB (naphthol blue) per tal d’avaluar una carrega equitativa de les proteines.

Per tal de corroborar aquestes darreres dades, vam decidir realitzar un estudi temporal de la
fragmentacié oligonucleosomal de I’ADN en diferents temps de tractament amb queleritrina,
posteriors a les 6 hores, i emprant la concentracié de pre-tractament de DTT en la qual s’estava
induint la morfologia apoptotica tipus II (0,5 mM) (Figura R26). D’aquesta manera, es pretenia
descartar que 1’abséncia d’aquesta degradacio de I’ADN no fos deguda a un endarreriment de la
seva aparicid al llarg del temps. Tal i com s’observa en la figura R26B, la degradaci6 LMW de
I’ADN tampoc es detecta en els temps de tractaments posteriors a les 6 hores, malgrat 1’analisi
morfologic rebelava que a 12 i 24 hores les cel-lules SH-SYS5Y estaven manifestant una morfologia
apoptotica (Figura R26A). Aquests resultats, ens vam fer plantejar que potser el DTT estava
inhibint de forma especifica la induccié d’aquesta degradacio de I’ADN, malgrat la morfologia
apoptotica es pogués arribar a manifestar. Per aquesta rad, vam decidir realitzar un altre estudi de la
degradaci6 LMW de I’ADN pero després de sotmetre les cél-lules SH-SYSY a un pre-tractament
d’una hora amb diferents concentracions de DTT i a un posterior tractament de 6 hores amb
estaurosporina (Figura R27B). En paral-lel, a més, 1’estudi es realitza de forma comparativa en
cel-lules SH-SYS5Y també pre-tractades amb diferents concentracions de DTT, pero realitzant el
posterior tractament de 6 hores amb queleritrina (Figura R27B). Com es pot veure en la figura
R28B, la fragmentaci6 oligonucleosomal de I’ADN es manifesta en totes les cél-lules en les quals
s’havia afegit estaurosporina al medi de cultiu i, per tant, de forma independent a la concentracié de
pre-tractament de DTT emprada. Inclus, en la major concentracié de pre-tractament amb DTT
utilitzada en el tractament amb estaurosporina, la degradaci6 LMW de I’ADN tampoc no s’inhibia
(Figura R27). A més, cal tenir present que en aquestes mateixes condicions 1’analisi morfologic
rebelava un major efecte de proteccidé de la morfologia apoptotica d’estaurosporina i, en
conseqiiéncia, una menor presencia dels nuclis apoptotics induits per aquest compost (Figura R27).
Tot 1 aixi, cal remarcar que malgrat la morfologia nuclear induida per queleritrina en preséncia de
determinades concentracions de DTT pogués arribar a ser apoptotica de tipus II, la manifestacid
d’aquesta tendia a donar-se en coexisténcia amb altres tipus de fenotips nuclears tant apoptotics
com no apoptotics (Figures R25B, R26A i R27A).
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Figura R26. Analisi de la induccio dels hallmarks apoptotics en diferents temps de tractament de queleritrina en
preséncia de DTT . Les cél-lules SH-SYSY es deixaren sense tractar (NT) o es tractaren amb 10 uM de Che o 0,5 mM
de DTT o bé, es pre-tractaren durant 1h amb DTT a una concentracio final de 0.5 mM. Posteriorment al pre-tractament,
Che s’afegi al medi de cultiu a una concentracié final de 10 pM (indicat com a DTT + Che) durant els temps de
tractament especificats en cada cas. (A) Analisi morfologic mitjangant la tinci6 amb Hoechst 33258. Les cél-lules
enquadrades es mostren en magnificacions situades al lateral de les imatges. L’escala indica 50 pm. (B) Estudi temporal
de la fragmentacid oligonucleosomal de I’ADN en les condicions de tractament esmentades mitjangant una electroforesi
en un gel convencional d’agarosa i la posterior tincié amb bromur d’etidi. STP s’utilitza a la concentracié d’1 pM durant
6 hores de tractament com a control positiu d’induccié de la fragmentaci6 apoptotica de I’ADN.
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Figura R27. Estudi de la fragmentacié oligonucleosomal de ’ADN induida per estauroporina en preséncia de
DTT. Les cél-lules SH-SY5Y es deixaren sense tractar (NT) o es tractaren amb 10 uM de Che, 1 uM de STP o 2 mM de
DTT o bé, es pre-tractaren durant 1h emprant un gradient de diferents concentracions de DTT (indicat com a un triangle
blanc des de la major concentraci6 a la menor). Posteriorment al pre-tractament, Che o STP s’afegiren al medi de cultiu a
les respectives concentracions finals de 10 uM i 1 pM durant 6 hores de tractament (indicat com a DTT gradient + Che o
DTT gradient + STP respectivament). Les concentracions finals de DTT emprades en els diferents pre-tractaments van
ser: 1 mM, 0,5 mM, 0,3 mM i 0,1 mM en el cas del gradient de DTT amb Che; 2 mM, 1 mM, 0,5 mM i 0,1 mM pel
gradient de DTT amb STP. (A) Analisi de la morfologia nuclear en les condicions de tractament esmentades mitjancant
la tinci6 amb Hoechst 33258. Les magnificacions mostren les cél-lules enquadrades al lateral de les diferents imatges. La
barra blanca indica 50 pm. (B) Determinacié de la fragmentaci6 oligonucleosomal de I’ADN en les diferents condicions
de tractament especificades a través d’un gel convencional d’agarosa i de la posterior tincié amb bromur d’etidi.

En conjunt, tots aquests resultats suggerien que la inhibicid de la fragmentaciod
oligonucleosomal de I’ADN en el fenotip de mort induit per queleritrina s’associava a altres causes
diferents dels processos d’oxidaci6 tiolica. Tenint en compte aquestes dades i que preéviament
haviem detectat un efecte intercalant en I’ADN per part de queleritrina (Figura R19), vam procedir
a analitzar si aquest efecte s’estava manifestant en les cél-lules tractades amb aquest alcaloide en
les quals el pre-tractament amb DTT restablia la morfologia apoptotica tipus II pero no la

148



RESULTATS

fragmentacié oligonucleosomal de I’ADN. Aquest estudi, a més, es realitza de forma comparativa
en les cél-lules que havien estat tractades amb queleritrina en preséncia tant d’una concentracio de
DTT més gran que la que permetia la induccié de la morfologia apoptotica i que aconseguia evitar
el fenotip nuclear induit per queleritrina, com d’una altra més inferior en la qual 1’aspecte dels
nuclis no era apoptotic (Figura R28). Per fer-ho, es dugué a terme un analisi morfologic a través
dels diferents filtres de fluorescéncia TRITC, FITC i UV, després de realitzar una tincié amb
Hoechst 33258. Com era d’esperar, la tincié6 amb Hoechst ens va permetre visualitzar I’aspecte dels
nuclis a través del filtre de UV en les diferents condicions de tractament (Figura R28). En canvi, en
tots els tractaments en els quals s’havia afegit queleritrina al medi de cultiu, I’aspecte dels nuclis
també es detectava en el filtre de FITC (Figura R28). Aquest fet concordava amb la capacitat de
queleritrina d’emetre una senyal de fluorescéncia (amb un espectre d’emissié entre les A de 500 i
625 nm) detectable en el filtre de FITC, després d’unir-se a I’ADN i excitar-se a una A (488 nm)
inclosa en el pas de banda d’aquest filtre (amb un pas de banda de Acxciwmeis €ntre 465-495 nm i de
Aemissio €ntre 515-555 nm) (Liu, Liu et al. 2006). Tot plegat, suggeria que les propietats intercalants
sobre I’ADN manifestades per queleritrina, també es mantenien en les condicions de pre-tractament
de DTT en les quals s’estava induint la morfologia apoptotica perd no la fragmentacid
oligonucleosomal de I’ADN.

En resum, el conjunt de resultats exposats indiquen que el reestabliment del fenotip nuclear
apoptotic en cél-lules tractades amb queleritrina en preséncia de determinades concentracions d’un
antioxidant tiolic es pot relacionar amb una inhibicio de 1’activaci6é prematura de les caspases. Per
altra banda, el conjunt de les dades també permet considerar que la manca de la degradacid
oligonuclesomal de I’ADN es deu a mecanismes diferents dels que estan induint el fenotip nuclear
no apoptotic detectat en el procés de mort desencadenat per queleritrina i, a més a més, apunten a
I’efecte intercalant de ’ADN com a una de les possibles causes responsables de 1’abséncia
d’aquesta fragmentacid apoptotica de la cromatina.
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Figura R28. Analisi de les propietats d’uni6 a ’ADN de queleritrina en preséncia de DTT. Les c¢l-lules SH-SYS5Y
es deixaren sense tractar (NT) o es tractaren amb 10 uM de Che o 1 mM de DTT o bé, es pre-tractaren durant 1h amb
DTT utilitzant un gradient de diferents concentracions (1 mM, 0,5 mM o 0,1 mM), el qual s’indica en forma de triangle
blanc des de la major concentracié de I’antioxidant emprada a la menor. Les concentracions de pre-tractament de DTT
s’especifiquen com a concentracions finals. Posteriorment al p re-tractament, les cél -lules es tractaren amb Che a una
concentracio final de 10 pM durant 6h de tractament (indicat com a DTT gradient + Che). Les propietats d’unié a I’ADN
de queleritrina es d eterminaren mitjangant un a nalisi m orfologic p er tincid d e les c¢l-lules amb Ho echst 3 3258 ila
posterior visualitzacid de ’aspecte dels nuclis a través dels filtres de fluoresceéncia: TRITC, d’emissio de fluorescéncia
vermella; FITC pel d’emissi6 de fluorescéncia verda; i UV com al canal d’emissi6 de fluorescéncia blava, amb el qual es
detectaren els nuclis tenyits per Hoechst 33258. Les cel-lules enquadrades es mostren en magnificacions situades a la part
inferior dreta de cada imatge. La barra blanca equival a 50 pm.
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DISCUSSIO

1. Rellevancia de D’estudi de nous processos de mort cel-lulars en cél-lules malignes:
caracteritzacio del model de mort induit per queleritrina

Des d’un punt de vista classic, s’ha distingit entre la mort apoptotica, amb una implicacid
principalment fisiologica, i la mort necrotica, lligada a un context patologic. No obstant, 1’estudi
sobre les diferents modalitats de mort cel-lular ha permés determinar que no tota mort fisiologica és
de caire apoptotic, ni que tota mort patologica és de tipus necrotic (Thompson 1995; Han, Kim et
al. 2008). A més a més, la recerca sobre els processos de mort cel-lular ha demostrat 1’existéncia
d’una gran varietat de noves modalitats de mort (Galluzzi, Vitale et al. 2012). Es més, alguns
d’aquests nous processos de mort no solament estan lligats a un context patologic, sind que també
s’han associat dins d’un marc fisiologic (Marino and Lopez-Otin 2004).

Malgrat I’avang en el coneixement de les noves modalitats de mort cel-lular, la mort
apoptotica continua sent el principal tipus de mort estudiada i associada als processos de destruccid
tumorals (Houghton 1999). La inducci6 d’apoptosi en cel-lules malignes es descriu en la literatura
per ser la principal resposta cel-lular en front a una amplia varietat d’agents quimioterapics (Wong
2011; Taylor, Micha et al. 2006). Es més, la induccié de la mort apoptotica com a principal
mecanisme de mort, no solament s’atribueix a estudis fets in cellula, sind que també es manifesta in
vivo (Houghton 1999). Aixi, per exemple, nombrosos agents quimioterapics, com la citarabina, la
mitoxantrona, 1’etoposid, el paclitaxel i el topotecan, causen un increment considerable en el
numero de cel-lules apoptotiques en cel-lules extretes de pacients afectats per diferents tipus de
leucemia (Li, Gong et al. 1994). De la mateixa manera, també s’observen caracteristiques
apoptotiques en cél-lules de tumors de ratoli després del tractament amb varis agents citotoxics,
com ara la citarabina, el 5-fluoroacil, la fludarabina, la doxorubicina, la ciclofosfamida, el cisplati,
I’etoposid, la dactinomicina i la camptotecina (Mesner, Budihardjo et al. 1997). No obstant,
I’analisi de la modalitat de mort apoptotica en el context clinic €s sovint escassa o incompleta pel
que fa sobretot a ’estudi dels hallmarks apoptotics i, a més, no es té present la possibilitat d’induir
la mort de les cél-lules tumorals de forma diferent a I’apoptotica.

Amb el proposit d’aprofundir en 1’estudi d’altres processos de mort cel-lular que puguin
co-existir amb 1’apoptosi, vam decidir utilizar com a model cel-lular les cél-lules SH-SYS5Y,
derivades de neuroblastoma huma, que van ser sotmeses a diferents insults citotoxics. Un primer
analisi morfologic dels nuclis de les cél-lules tractades revela que 1’aspecte d’aquests resulta
diferent dins d’una mateixa poblaci6 cel-lular. Els casos més remarcables s’observen quan les
cel-lules es tracten amb rotenona, camptotecina, etoposid, oxaliplati, colxicina, nocodazol o
thapsigargina. La majoria dels tractaments utilitzats provoquen heterogeneitat en 1’aspecte dels
nuclis, pero el tractament amb estaurosporina o queleritrina resulta més homogeni, sent la majoria
dels nuclis, apoptotics en el cas d’estaurosporina, o no apoptotics en el cas de queleritrina. En
aquest sentit, I’estudi de la mort cel-lular induida per queleritrina resulta una important estratégia
per I’analisi dels mecanismes responsables d’un procés que no finalitza amb la manifestacio
classica d’un fenotip nuclear apoptotic.

El fenotip de mort induit per queleritrina resulta encara més interessant si es té en compte
que aquest es desencadena independentment de la concentracid6 emprada. De fet, els nostres
resultats demostren que sempre que queleritrina indueix citotoxicitat, el fenotip nuclear observat no
adquireix les caracteristiques apoptotiques. Aquest fet és de gran rellevancia, donat que es coneix
que la majoria de quimioterapics actuals son capagos d’induir diferents fenotips de mort en funcié
de la quantitat de farmac que arriba a la cél-lula tumoral (Orrenius, Nicotera et al. 2010). Per
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exemple, tant in vivo com in cellula, baixes concentracions d’un inductor de mort poden
desencadenar un fenotip apoptotic, mentres que concentracions més altes del mateix estimul poden
arribar a provocar una mort de tipus necrotica (Gillespie, Zhang et al. 2004; Saito, Nishio et al.
2006). No obstant, cal afegir que 1’accié d’un farmac quimioterapic en concret també es pot veure
afectada per les particularitats tant fisiologiques com estructurals de la zona de 1’organisme
tractada. Un exemple és la toxicitat renal induida de forma diferencial pel cisplati. Aquest compost
indueix una mort cel-lular amb caracteristiques principalment apoptotiques en el tubul distal, i una
poblacié de mort heterogénia d’apoptosi i necrosi en el tubul proximal. El major grau de reabsorcio
que es dona en el tubul proximal afavoreix a una major captaci6 del quimioterapic en aquesta zona
(Sancho-Martinez, Piedrafita et al. 2011). D’altra banda, la concentraci6 de I’agent citotoxic
alliberada en la zona afectada no és I’tinic factor determinant per I’execucié d’un tipus de mort o
altre. El mode d’accid dels agents citotoxics es pot relacionar també amb factors tant fisiologics
com patologics. Aixi, per exemple, una reduccié en els nivells d’ATP, o bé la induccié d’un estrés
oxidatiu que supera un determinat llindar, pot portar a qué un mateix estimul apoptotic acabi
provocant una mort cel-lular de tipus necrotica (Nicotera and Melino 2004; Troyano, Sancho et al.
2003). Inclus, ja dins d’un aspecte patologic, s’ha observat que un defecte en I’activacié de la
maquindria apoptotica pot permetre el desencadenament de la mort necrotica (Zhang, Hao et al.
2008). En el nostre cas, cal dir que arribem a relacionar 1’efecte d’un d’aquests factors amb el
fenotip nuclear de mort induit. En concret, detectem que la manifestacid del fenotip de mort no
apoptotic induit per queleritrina coincideix amb la preséncia de cél-lules que estan patint un procés
d’estrés oxidatiu. A més, segons la concentracié d’un antioxidant tiolic present al medi de cultiu,
les cél-lules tractades amb queleritrina mostren una morfologia nuclear apoptotica. Per altra banda,
cal afegir que la morfologia nuclear apoptotica es manifesta en preséncia d’altres fenotips de mort.
Es a dir, estem davant d’un model de citotoxicitat que no solament ens pot aportar informacio
rellevant sobre els mecanismes implicats en un fenotip de mort no apoptotica, sindé que també pot
contribuir a entendre la preséncia de diferents fenotips de mort que co-existeixen dins d’una
mateixa poblacio cel-lular sotmesa a un estimul de mort. Aquest fet t¢é una gran rellevancia
terapéutica donat els multiples factors fisiologics i/o patologics de 1’organisme que poden arribar
alterar el fenotip final de mort induit per un agent quimioterapic en particular.

Continuant amb el fenotip de mort cel-lular induit per queleritrina, aquest no solament es
caracteritza per 1’abséncia de la morfologia apoptotica classica, sind que les cél-lules tractades amb
I’alcaloide també mostren una incapacitat per degradar el seu material genétic, almenys de forma
oligonucleosomal. Existeixen altres models de neuroblastoma defectuosos en una induccié parcial
o completa dels hallmarks apoptotics. Aixi, per exemple, varies linies cel-lulars derivades de
neuroblastoma huma, com és el cas de les cél-lules SH-SY5Y, SK-N-SH, LAN-1 i SK-N-Be(2),
manifesten tant la morfologia nuclear apoptotica classica com la degradacié oligonucleosomal de
I’ADN, després de ser tractades amb diferents insults (Iglesias-Guimarais, Gil-Guinon et al. 2012).
Altres, en canvi, no mostren la fragmentacié oligonucleosomal de I’ADN i manifesten una
morfologia de tipus I, com és el cas de les cel-lules IMR-5, IMR-32 i LA1-5S (Boix, Llecha et al.
1997; Yuste, Bayascas et al. 2001; Iglesias-Guimarais, Gil-Guinon et al. 2012). Finalment, existeix
un altre tipus de resposta citotoxica observada en les cel-lules SK-N-AS, les quals mostren una
morfologia nuclear apoptotica classica perd son defectives per degradar la seva cromatina en
fragments oligonucleosomals (Iglesias-Guimarais, Gil-Guinon et al. 2012). En qualsevol cas, el
procés de mort induit per queleritrina és el primer que reprodueix un fenotip de mort sense una
morfologia nuclear apoptotica i una degradacié oligonucleosomal de ’ADN i, a més a més,
depenent de I’activacio de les caspases, la principal maquinaria molecular apoptotica. A més, es fa
necessari apuntar que el fenotip nuclear provocat per queleritrina es manifesta en una linia
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cel-lular, com soén les cél-lules SH-SYS5Y, les quals, després d’un insult, experimenten,
principalment, mort cel-lular apoptotica de forma completa. Cal remarcar que queleritrina també
indueix el fenotip nuclear no apoptodtic en la resta de linies cel-lulars emprades. Aquest fet resulta
quelcom més considerable si es té present que totes aquestes linies cel-lulars derivades de
neuroblastoma presenten diferents tipus de fenotips de mort després de tractar-se amb el mateix
estimul apoptotic com, per exemple, I’estaurosporina (Iglesias-Guimarais, Gil-Guinon et al. 2012).
La rellevancia d’aquesta dada deriva del fet que el 30% dels neuroblastomes a 1’ésser huma
pateixen una delecio en la part distal de la regio telomerica del brag curt del cromosoma 1 (1p36.3),
en la qual es troba localitzat el gen de CAD (Mukae, Enari et al. 1998). De fet, ’extensio i el tipus
de delecio d’aquesta regié cromosomica és diferent segons la linea cel-lular de neuroblastoma i
acaba implicant que aquestes c¢l-lules posseeixin dues o una unica copia de CAD (Van Roy, Jauch
et al. 1997). Per tant, els diferents tipus d’alteracions cromosomiques en aquesta regié podrien
explicar les diferéncies d’induccio del fenotip apoptotic a nivell morfologic i bioquimic d’aquestes
linies sota 1’estimul d’estaurosporina, perd no la manifestacié del mateix fenotip de mort en totes
aquestes linies de neuroblastoma després de ser tractades amb queleritrina. Tenint en compte
aquestes dades, podriem considerar que aquest fenotip de mort no €s depenent de CAD. Tot i aixi,
no podem excloure el sistema ICAD-CAD en el procés de mort induit per queleritrina perque
detectem la translocacié de CAD a la fraccio cromatinica de les cél-lules tractades amb aquest
alcaloide (la implicaci6é del sistema ICAD-CAD s’analitza més endavant en I’apartat 3. de la
discussio).

En resum, els nostres resultats apunten el procés de mort induit per queleritrina com a una
bona estratégia per I’estudi dels mecanismes implicats tant en nous processos de mort diferents de
I’apoptotic canonic, com per aquells que es caracteritzen per manifestar fenotips nuclears
apoptotics co-existents amb d’altres processos de mort. Per tant, el fet de poder estudiar la
implicacio de les caspases i el sistema ICAD-CAD en cél-lules que adquireixen un fenotip nuclear
no apoptotic de forma homogenia i en les cel-lules que, en canvi, mostren un procés de mort
apoptotic heterogeni, podria ser determinant per la comprensioé dels processos de mort cel-lular que
finalitzin amb aquestes caracteristiques.

2. Estudi de les causes de D’activacié6 prematura de les caspases en la manifestacié d’un
fenotip de mort necrotic

Una de les dades més rellevants que veiem en el procés de mort induit per queleritrina és
que la manifestaci6 del fenotip nuclear no apoptdtic no solament es mostra de forma depenent de
caspases, sind que es manifesta de forma anticipada i coincidint amb una activacid prematura
d’aquestes. En aquest sentit, podriem pensar que I’activacidé de caspases és un efecte colateral
d’aquest procés de mort, donat que el fenotip nuclear manifestat no és apoptotic. No obstant,
I’execucid del sistema de caspases és determinant i després d’un analisi més exhaustiu de com
s’esta produint aquesta activacié mostrem que la manifestacié d’aquest fenotip nuclear requereix de
fet, I’activacio prematura de les caspases observada. Es per aixd que primerament es discutiran les
possibles causes que poden ser responsables de [’activacid anticipada de les caspases i,
posteriorment, sobre el fet de considerar el fenotip de mort no apoptotic provocat per queleritrina
com a necrotic.

Una de les raons que podria explicar 1’activacidé prematura de les caspases, és una sortida

anticipada dels factors mitocondrials pro-apoptogénics al citosol prou potent com per desencadenar
aquest fenomen. Els nostres resultats mostren que queleritrina indueix una forta sortida de citocrom
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¢ i Smac/DIABLO a la fraccid citoplasmatica, en comparacio amb estaurosporina. En el cas de
citocrom c, els alts nivells d’activacio de caspases induits per queleritrina es podrien explicar per la
sortida d’una gran quantitat de molécules de citocrom c al citoplasma. Un increment en la formacio
de plataformes apoptosomiques s’acabaria traduint en una major activacid6 de les caspases
efectores. De fet, alguns treballs esmenten el potent efecte inductor de mort cel-lular d’aquest
factor mitocondrial, donat que detecten que la sobreexpressié de citocrom c accelera la induccio de
la mort apoptotica (Okazaki, Ishibashi et al. 1998). La hipotesi que una sortida de citocrom c
prematura pugui afavorir el desencadenament d’una activitat anticipada de les caspases, es recolza
per varis estudis. En concret, cal destacar un treball de Hampton i col-laboradors on es mostra una
sortida de citocrom c a tan sols 5 minuts de tractament amb ’estimul citotoxic, que precedeix a una
activitat de caspases detectada a 1h (Stridh, Kimland et al. 1998). La detecci6 d’aquesta es
produeix amb un increment abrupte dels valors d’activitat de manera molt semblant al que
nosaltres veiem amb queleritrina. Aquest fet ens reforca encara més, el possible vincle d’una
sortida de citocrom ¢ prematura amb I’assoliment dels alts nivells d’activitat de caspases induits de
forma anticipada per queleritrina, respecte als que observem en el tractament amb estaurosporina.
De fet, un altre treball sustenta encara més aquesta hipotesi, donat que els autors, emprant el mateix
estimul de queleritrina, arriben a detectar una sortida de citocrom c anticipada i que, a més,
coincideix amb [’activacio de caspasa-3 a una hora de tractament (Vogler, Weber et al. 2009).

Per altra banda, cal recordar que citocrom c no és 1’imic factor mitocondrial que podria ser
clau en el desencadenament dels alts nivells d’activaci6 de caspases induits de forma anticipada per
queleritrina, respecte als detectats durant el tractament amb estaurosporina. Smac/DIABLO també
es detecta en major grau en la fraccid citoplasmatica de les cél-lules tractades amb queleritrina en
comparaci6é a les de 1’estaurosporina. Aquest factor mitocondrial es caracteritza per promoure
I’activacio6 de les caspases mitjangant la inhibicié de les 1APs (inhibitors of apoptosis protein), les
quals, cal recordar, actuen com a inhibidors de les caspases (Verhagen, Ekert et al. 2000). En
aquest sentit, una major quantitat de molécules de Smac/DIABLO al citoplasma de les cel-lules
tractades amb queleritrina, podria contribuir a la induccié prematura dels alts nivells d’activacio de
caspases que detectem després del tractament amb [’alcaloide, respecte als observats amb
I’estaurosporina. De fet, s’ha vist que la sobreexpressi6 de Smac/DIABLO incrementa la
sensibilitat de les cél-lules als estimuls apoptotics promovent una major activacié de les caspases
(Du, Fang et al. 2000; Hunter, Kottachchi et al. 2003).

Una vegada analitzada la sortida mitocondrial tant de citocrom ¢ com de Smac/DIABLO en
la induccié d’una activacié prematura de les caspases, cal discutir sobre els possibles
esdeveniments previs que poden estar succeint a la mitocondria i ser, per tant, determinants en
I’execucié d’aquest mecanisme. Part dels nostres resultats apunten a considerar les especies
reactives de 1’oxigen (ROS) com la causa més probable de la induccié d’una activacid anticipada
de les caspases. Aixi, 1’activacié de les caspases que detectem a una hora de tractament amb
queleritrina coincideix amb una produccio intracel-lular de ROS. A més, establim que ’addici6 de
diferents antioxidants tiolics al medi de cultiu inhibeix la mort cel-lular i I’activacio de caspases
desencadenats per 1’alcaloide. Aquestes dades determinen els processos d’estrés oxidatiu com a un
factor clau en ’execucio d’aquest tipus de mort. La dada més sorprenent, pero, és que veiem que
una determinada concentracido d’un d’aquests agents antioxidants al medi de cultiu endarrareix
I’activacié de les caspases induida per queleritrina. Es a dir, establim que el dany oxidatiu dels
ROS a nivell de proteines és determinant pel desencadenament d’una activacié anticipada de les
caspases. En aquest sentit, podriem suggerir que la quantitat de ROS detectada a una hora de
tractament amb queleritrina podria estar induint un dany oxidatiu a la mitocondria de forma
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anticipada i1 prou considerable com per contribuir a una sortida prematura dels factors
mitocondrials cap al citosol, pel que aquesta série d’esdeveniments podrien explicar I’activacio
anticipada de les caspases. A més a més, ’efecte de dany oxidatiu per una excessiva produccid
intracel-lular de ROS és una de les senyals d’estrés mitocondrial que porten a una permeabilitzacio
de la membrana mitocondrial (Orrenius 2007). Tot i que en el procés de mort induit per
queleritrina, no hem avaluat el mecanisme especific d’aquesta permeabilitzacio, podriem suggerir
una perdua del control de la permeabilitat mitocondrial per part del porus PTPC (permeability
transition pore complex) (Kroemer, Galluzzi et al. 2007). En concret, [’oxidacié de tiols de
components proteics del porus, com el translocador d’adenina trifosfat ANT, porta a una série de
canvis comformacionals que acaben conduint a una disfuncié del porus PTPC i al conseqiient
increment de permeabilitat mitocondrial (Costantini, Belzacq et al. 2000). Inclus, s’ha vist ’efecte
de prevencio de 1’agent reductor DTT en un procés de permeabilitzacié de la membrana
mitocondrial induit per un dany oxidatiu tiolic (Valle, Fagian et al. 1993). Cal recordar que en el
procés de mort cel-lular induit per queleritrina, la proteccioé antioxidant s’exerceix només a nivell
d’antioxidants de tipus tiolic. Tenint en compte aquesta dada, la induccié de la permeabilitzacio
mitocondrial per part de queleritrina es podria deure a una disfuncié del porus PTPC per una
oxidaci6 d’alguns dels seus components proteics. A més a més, aquesta idea encara es recolza més
si es té en compte que s’ha vist que ciclosporina A, un inhibidor del porus PTPC, evita la
despolaritzacio de la membrana mitocondrial induida per queleritrina (Wan, Chan et al. 2008). Per
altra banda, detectem que els antioxidants amb un major efecte de prevencio en la oxidacio dels
lipids no impedeixen ni la mort cel-lular ni I’activacio de caspases desencadenades per I’alcaloide.
Tot i1 aixi, els nivells d’activitat de caspasa induits per queleritrina sén menors en preséncia
d’aquests oxidants en comparacio als detectats en el tractament individual de ’alcaloide. Es més, la
baixada de la pro-forma de caspasa-3 en les condicions de pre-tractament amb els antioxidants no
tiolics no és comparable a la detectada en el tractament individual amb queleritrina. Aquest fet
remarca encara més la implicacié de ROS en el procés de mort induit per 1’alcaloide i estableix
’oxidaci6 tiolica com a un factor determinant per la realitzacié d’aquest.

Cal afegir que, si continuem considerant la hipotesi del dany mitocondrial per I’efecte de
ROS, aquesta idea es recolza pel fet que varis treballs detecten un dany mitocondrial en processos
de mort induits per 1’alcaloide (Vogler, Weber et al. 2009; Wan, Chan et al. 2008). En el treball de
Wan i col-laboradors, els autors especifiquen que queleritrina provoca un inflament de la
mitocondria (Wan, Chan et al. 2008). Inclus, un altre treball, per imatges de microscopia
electronica, revela un dany mitocondrial induit per queleritrina basat no solament per 1’inflament de
I’organul, sind per la preséncia d’inclusions de fosfolipids (Vogler, Weber et al. 2009). Pel que fa
als nostres resultats, no hem avaluat de forma directa el dany mitocondrial perd detectem una
alteracid considerable del metabolisme cel-lular (observat a partir del potencial reductor de la
cel-lula a través de I’assaig MTT) de forma prematura durant el tractament de queleritrina i més
potent que en les cel-lules tractades amb estaurosporina. A més a més, en varies imatges de
microscopia electronica apreciem una condensaci6é substancial de les mitocondries després del
tractament de 6h amb queleritrina (dada no mostrada). A 24h de tractament, I’enorme desintegracio
cel-lular no permet fer una valoracido d’aquest fet en aquest analisi morfologic. No obstant, cal
remarcar que el Q-VD-OPh no és capag d’evitar I’estat de condensacio de les mitocondries induit
per queleritrina. Tot plegat, ens suggereix la induccié d’un dany mitocondrial en el procés de mort
induit per queleritrina i que, almenys a nivell morfologic, sembla ser independent de caspases.

Per altra banda, cal esmentar que les caspases mantenen un llindar d’activacié malgrat la
preseéncia dels ROS. Les caspases son suscceptibles d’inactivar-se per una oxidacié tiolica al seu
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centre actiu. Varis estudis abalen I’execucié d’una mort apoptotica amb les caspases actives sota un
nivell baix d’estrés oxidatiu, i la d’una mort necrotica, amb les proteases inactives, quan la
producci6 de ROS és major (Dypbukt, Ankarcrona et al. 1994; Hampton and Orrenius 1997; Saito,
Nishio et al. 2006). En el nostre cas, detectem un elevat percentatge de cel-lules que estan patint
estrés oxidatiu pero podria ser que el llindar de ROS induit en aquestes cél-lules, no fos suficient
com per realitzar una inactivacio oxidativa de les caspases. Una altra hipoOtesi respecte al
manteniment de 1’activitat de caspases en preséncia dels ROS, podria ser que 1’alliberament de
citocrom ¢ i Smac/DIABLO fos tant potent i determinant pel desencadenament de 1’activacio de
caspases, que els ROS no fossin capacos d’induir un efecte d’inactivacid oxidativa en les proteases.
Des d’aquest punt de vista, resulta interessant remarcar un treball de Wan i col-laboradors en el que
detecten una sortida de citocrom c a partir de la primera mitja hora de tractament amb queleritrina,
tant en cel-lules MEF wt (wild type) com en les DKO de Bax i Bak (Wan, Chan et al. 2008). Tot i
que els autors no donen la suficient rellevancia a aquests esdeveniments, detecten que la sortida de
citocrom ¢ coincideix amb un increment dels nivells intracel-lulars de ROS i activitat de caspases.
No obstant, el conjunt de les seves dades recolza la nostra hipotesi sobre el fet que una sortida de
citocrom c al citosol estigui estimulant una activitat de caspases tant potent, que no pugui ser
suprimida per la quantitat de ROS generada.

Una altra possible causa de la induccié de I’activacié prematura de les caspases que ens
hem plantejat, és I’efecte intercalant sobre I’ADN detectat en el tractament amb queleritrina en les
cel-lules SH-SYSY. Els nostres resultats mostren que els diferents agents d’unié a I’ADN testats, ja
siguin amb propietats intercalants i/o amb capacitat d’unir-se als solcs de I’ADN, impedeixen la
manifestacio dels hallmarks apoptotics en les cel-lules SH-SYSY i posen de manifest un fenotip
nuclear similar al provocat per queleritrina (aquest punt s’analitza més ampliament en [’apartat
7.3). Aquestes similituds ens porten al plantejament que potser és ’efecte d’unié a I’ADN la rao
per la qual s’indueix una activacié prematura de les caspases. No obstant, els nostres resultats
estableixen que I’activacié prematura de caspases tan sols es detecta en agents intercalants
pertanyents a la familia de les benzofenantridines, tals com queleritrina i sanguinarina. De manera
que, sembla que aquest esdeveniment bioquimic no es pot associar de forma directa ni a propietats
intercalants, ni d’uni6 als solcs de I’ADN. Tot i aixi, aquestes dades son sumament rellevants, ja
que suggereixen varies hipotesis sobre les causes desencadenants d’una activacid prematura de les
caspases. En primer lloc, podria ser que aquest esdeveniment bioquimic fos exclusiu de compostos
de la familia de les benzofenantridines amb propietats intercalants a I’ADN i capagos de generar
estrés oxidatiu. En aquest cas, caldria analitzar en altres compostos pertanyents a aquesta familia i
amb aquestes mateixes propietats, la produccido de ROS i I’activacié de caspases. Si aquests dos
parametres es detectessin de forma prematura en aquests compostos, estariem recolzant aquesta
primera hipotesi. Cal remarcar que, en el cas de sanguinarina, des de la literatura s’ha descrit que
aquesta és capag¢ de desencadenar una activacié anticipada de caspases concomitant a una
produccio de ROS (Debiton, Madelmont et al. 2003), pel que aquesta dada afavoreix encara més
aquest primer suposit. No obstant, en cas de considerar aquesta primera hipotesi, caldria descartar
I’exclusivitat d’aquests compostos realitzant un analisi de la produccié de ROS i activacid de
caspases, pero en cel-lules co-tractades amb un estimul inductor d’estrés oxidatiu i els mateixos
agents d’uni6 a ’ADN emprats fins ara. L’abséncia d’una activacidé de caspases anticipada en
presencia d’una deteccié de ROS en aquests co-tractaments recolzaria aquesta primera hipotesi. Per
contra, la deteccié d’aquests dos esdeveniments ens plantejarien un segon suposit. Es a dir,
aquestes dades ens permetrien considerar que el desencadenament de 1’activacid prematura de les
caspases requereix d’una producci6 anticipada de ROS i d’un tractament amb un compost que
presenti propietats d’unié a I’ADN. Igualment, tenint en compte aquesta segona hipotesi, caldria
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tenir present una tercera possibilitat. Podria ser que només es requeris una producci6 prematura de
ROS per la induccié d’una activacido anticipada de les caspases. En aquest sentit, malgrat
actualment no se sapiga com, resultaria interessant inhibir les propietats intercalants de I’ADN en
agents citotoxics que presentessin tant aquestes propietats, com la capacitat de desencadenar una
resposta d’estrés oxidatiu. En aquest suposit, la deteccié d’una activacio anticipada de les caspases
ens estaria suggerint que les propietats intercalants a I’ADN de queleritrina no sén necessaries per
la induccio6 d’una activacioé prematura de caspases.

Per altra banda, resulta interessant analitzar la rellevancia del fet que el procés de mort
induit per queleritrina estigui manifestant un fenotip nuclear no apoptotic depenent de I’activacio
prematura de caspases. Aquesta qiiestio ens porta a plantejar fins a quin punt podem considerar la
mort induida per queleritrina com a una mort apoptdtica defectiva en la manifestacidé dels
hallmarks apoptotics, o bé, una variant de mort necrotica depenent de caspases. Per una banda, els
analisis morfologics obtinguts per microscopia electronica rebelen un fenotip nuclear que recorda
al d’una c¢l-lula necrotica. D’altra banda, si assumim que es tracta d’un fenotip necrotic, estariem
definint el procés de mort induit per queleritrina com a una “necrosi depenent de caspases”. Per
aix0, d’entrada discutirem la consideracid del fenotip nuclear provocat per queleritrina com a
necrotic.

En primer lloc, hem de tenir en compte que 1’aspecte morfologic nuclear que detectem en
les cél-lules tractades amb queleritrina, coincideix amb la descripcid morfologica que
Vandenabeele i col-laboradors fan de les cel-lules necrotiques (Vandenabeele, Galluzzi et al.
2010). En aquest sentit, cal recordar que les imatges de microscopia electronica del fenotip de mort
induit per queleritrina il-lustren un nucli amb una envolta nuclear dilatada i la preséncia de varies
masses irregulars de cromatina. Per altra banda, és de destacar que varis treballs descriuen la
induccidé de morts necrotiques a través d’imatges de microscopia electronica que il-lustren un
aspecte dels nuclis semblant al de queleritrina (Radakovic-Fijan, Rappersberger et al. 1999; Pham,
Bubici et al. 2007; Yasuhara, Zhu et al. 2003; Martin, Al-Abdulla et al. 1998). De forma més
concreta, cal remarcar un treball en el que mostren, per un analisi de microscopia electronica,
I’aspecte morfologic de cel-lules derivades de leucémia limfocitica cronica tractades amb
queleritrina (Vogler, Weber et al. 2009). Tot i que els autors no mostren 1’aspecte nuclear de les
cel-lules tractades a una hora, malgrat hagin detectat una sortida de citocrom c al citosol i una
activacio de caspasa-3 a 30 minuts i una hora de tractament respectivament, després de quatre hores
de tractament les cel-lules manifesten els mateixos canvis nuclears que nosaltres detectem amb
queleritrina en les ce¢l-lules SH-SYSY. Tot i aixi, aquest treball fa referéncia als canvis nuclears
induits per 1’alcaloide com a una “condensacio parcial de la cromatina” sense arribar a especificar
la modalitat del procés de mort. No es parla directament d’un fenotip nuclear necrotic, sind6 més
aviat de canvis morfologics apoptotics. No obstant, els treballs citats anteriorment amb fenotips
nuclears similars al nostre, esmenten clarament la definicié d’una mort necrotica. Caldria analitzar
altres parametres relacionats amb el concepte d’una mort necrotica com ara la baixada d’ATP, la
qual és més drastica en aquest tipus de mort, o bé, la secrecié al medi extracel-lular d’algun factor
caracteristic d’una resposta necrotica com el mediador inflamatori HMG-B1 (high mobility group
box 1) (Eguchi, Shimizu et al. 1997; Rovere-Querini, Capobianco et al. 2004). Tot i aixi cal dir,
que es van arribar a mesurar els nivells d’ATP en el tractament de queleritrina (dada no mostrada),
1 que aquests disminuien de forma drastica en comparaci6 als d’estaurosporina. Pel que fa a HMG-
B1, Wan i col-laboradors analitzen la preséncia d’aquest factor al medi extracel-lular tant de les
cel-lules MEF wt com de les DKO de Bax i Bak tractades amb queleritrina (Wan, Chan et al.
2008). Els autors no arriben a detectar HMGB-B1 en el medi extracel-lular d’aquestes cel-lules i
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amb aquesta dada ja descarten que el procés de mort sigui necrotic. No obstant, cal remarcar que la
produccio de ROS, juntament amb la deplecio d’ATP, és un dels processos cel-lulars actius més
caracteristics de la mort necrdtica (Vandenabeele, Galluzzi et al. 2010). En resum, el conjunt de
dades apunta a considerar tant el fenotip nuclear induit per queleritrina com el procés de mort
d’aquesta com a necrotic. Tot i aixi, resultaria interessant analitzar tots aquests parametres que
estan relacionats amb la mort necrdtica en el procés de mort induit per queleritrina pero de forma
comparativa a estimuls de mort purament necrotics.

Pel que fa a la consideraci6 de definir una mort necrotica depenent de caspases, cal
remarcar que 1’ultima classificacid dels processos de mort cel-lular no engloba aquesta modalitat de
mort. Malgrat es reconegui la necrosi regulada com a una modalitat de mort necrotica dependent de
certes molécules de senyalitzacid, aquesta mort en aquesta classificacid es considera igualment
independent de caspases. No obstant, existeixen treballs que parlen clarament sobre una necrosi
depenent de caspases (Niquet, Seo et al. 2006; Meurette, Rebillard et al. 2007), fet que recolza la
nostra hipotesi de poder definir el procés de mort induit per queleritrina sota aquests termes. A més,
cal esmentar que en aquests treballs, les cel-lules que manifesten aquest tipus de mort mostren per
imatges de microscopia electronica un aspecte del nucli necrotic semblant a [’induit per
queleritrina. De totes maneres, si assumim que el procés de mort desencadenat per queleritrina es
pot definir com a una necrosi depenent de caspases, no hauriem de descartar la possible implicacid
de les molécules de senyalitzacido més associades a la necrosi regulada, tals com les quinases RIP-1
i RIP-3. De fet, un d’aquests treballs que descriuen una necrosi depenent de caspases esmenta que
les cél-lules que manifesten aquesta modalitat de mort requereixen I’activitat de RIP-1 i que a, més
a més, aquestes tan sols indueixen la mort necrotica quan el pH del medi cel-lular és acid, donat
que quan aquest és fisiologic la mort passa a ser de tipus apoptotica (Meurette, Rebillard et al.
2007). En aquest aspecte, val la pena realitzar un apunt. Aquesta darrera dada, ens fa plantejar que
resultaria interessant analitzar el pH del medi durant el tractament amb queleritrina i amb la
concentracié de DTT al medi de cultiu que permet la manifestacié de la morfologia apoptotica. La
deteccio d’un pH acid tan sols quan s’esta induint el fenotip no apoptotic ens faria pensar sobre un
efecte directe de ROS en la baixada del pH durant la mort induida per queleritrina (la relaci6 entre
el fenotip no apoptotic i el parametre del pH s’analitza més endavant en 1’apartat 3). Tot i aixi i
seguint amb aquest analisi, cal dir que a nivell d’activacio caspases, podriem arribar a relacionar
aquesta amb una baixada del pH, ja que alguns autors estableixen aquesta relacio en situacions d’un
estrés acidic (Park, Lyons et al. 1999). A més, en el nostre cas en particular, estariem associant
aquesta baixada del pH amb una activacié prematura de les caspases, suposant que també
detectéssim un increment del pH en les condicions de DTT en les quals s’esta endarrerint
I’activacié de caspases desencadenada per queleritrina. Pel que fa a la implicacio de les proteines
RIP-1 i RIP-3 en el procés de mort induit per queleritrina, part de les nostres dades apunten a una
possible participacio d’aquestes proteines. Els nostres resultats mostren que I’inhibidor de
necroptosi necrostatina-1 impedeix tant la mort cel-lular com 1’activaci6é de caspases induides per
queleritrina, pel que en aquest aspecte estariem contribuint a considerar aquesta mort com a una
necrosi depenent de caspases. No obstant, 1’efecte especific d’inhibicié de la necrostatina-1 en
RIP-1 es posa en dubte des de la literatura. Alguns autors descriuen la inhibicié de processos de
mort necrotics de forma independent a RIP-1 mitjangant 1’Gs de necrostatina-1 (Cho, McQuade et
al. 2011). Inclus, recentment s’ha descrit una proteina inflamatoria anomenada IDO (indoleamine
2,3-dioxygenase) com a una altra diana de necrostatina-1 (Vandenabeele, Grootjans et al. 2012). De
fet, molts estudis comproven 1’efecte especific d’inhibicid de necrostatina-1 mitjancant el
silenciament génic de RIP-1 o bé, induint la degradacié d’aquest amb geldanamicina, com a
inhibidor de la xaperona de quinases Hsp90 (heat shock protein 90) (Meurette, Rebillard et al.
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2007; Cho, McQuade et al. 2011). Es a dir, tot plegat ens suggereix que caldria primerament
comprovar 1’efecte especific d’inhibicié d’aquest compost abans de procedir a estudiar la
implicacido de RIP-1 en el procés de mort desencadenat per queleritrina, ja fos mitjangant una
disminucié de I’expressi6 de RIP-1 o induint a la seva degradaci6. En aquest cas, caldria
hipotetitzar sobre tres possibles resultats. En primer lloc, si suposem que 1’efecte de necrostatina és
especific de RIP-1, veuriem proteccid de la mort induida per queleritrina en les cél-lules on s’han
compromés els nivells de la quinasa. Caldria, llavors, analitzar la mort induida per queleritrina
silenciant els nivells d’expressido de RIP-3, donat que la mort necroptotica depenent de RIP-1
implicaria també una dependéncia de RIP-3 (Cho, Challa et al. 2009; Galluzzi, Vitale et al. 2012).
En aquest punt val la pena tenir present, que tot i que no s’observés cap efecte de proteccio de la
mort desencadenada per 1’alcaloide en c¢l-lules amb els nivells de RIP-3 compromesos, estariem
davant una mort necroptotica solament depenent de RIP-1. En el segon suposit, podriem esperar
que les cél-lules amb I’expressio de RIP-1 silenciada, s’estiguessin morint de la mateixa manera
que les wt, després de ser tractades amb queleritrina. Estariem, doncs, descartant un efecte especific
d’inhibici6é de necrostatina-1 sobre RIP-1. De totes maneres, en aquest punt caldria analitzar la
mort de ’alcaloide en cel-lules amb els nivells de RIP-3 compromesos, ja que podria tractar-se
d’una modalitat de mort necroptotica depenent només de RIP-3. Finalment, el tercer suposit seria
que les cél-lules amb els nivells d’expressio de RIP-1 silenciats estiguessin morint amb un fenotip
diferent al de queleritrina, després de tractar-se amb aquesta. Es més, en el cas que inclis, s’arribés
a detectar un fenotip nuclear apoptotic, podriem arribar a suggerir sobre la implicacio de RIP-1 en
la manifestacio d’una mort necroptdtica depenent de caspases mitjangant la produccié de ROS. Es
a dir, en aquest cas, RIP-1 estaria actuant com un interruptor molecular favorable a la induccid
d’aquesta modalitat de mort, ja que en la seva abséncia s’estaria desencadenant una mort
apoptotica. En qualsevol cas, el conjunt de les dades apunta a considerar que podem estar davant
d’una necroptosi depenent de caspases.

3. Implicacié del sistema ICAD-CAD en el fenotip de mort induit per queleritrina

Els nostres resultats mostren que les cel-lules SH-SYSY so6n incapaces de manifestar tant
una morfologia apoptotica com una fragmentacié oligonucleosomal de ’ADN (LMW, low
molecular weight), després de ser tractades amb queleritrina. L’abséncia d’aquests dos hallmarks
apoptotics es produeix, fins i tot, quan la mort desencadenada per aquest alcaloide és més potent
que la induida per estaurosporina. Varis estudis demostren que CAD és el responsable directe tant
de la fragmentacio oligonucleosomal de I’ADN com de la morfologia apoptotica, en cél-lules
sotmeses a un tractament amb un inductor apoptotic (Enari, Sakahira et al. 1998; Halenbeck,
MacDonald et al. 1998; Liu, Zou et al. 1997; Liu, Li et al. 1998). De fet, els timocits derivats de
ratolins KO (knockout) per CAD o per ICAD, son resistents a la fragmentacié de ’ADN i a la
condensaci6 de la cromatina (Kawane, Fukuyama et al. 2003; Zhang, Liu et al. 1998). Donada
aquesta rellevancia del sistema ICAD-CAD en la induccidé del fenotip de mort apoptotic, a
continuacio s’analitzara la implicacié d’aquest sistema en el procés de mort induit per queleritrina.
D’aquesta manera, es pretén discutir i cercar les causes relacionades amb aquest sistema que poden
justificar I’abséncia del fenotip apoptotic manifestada en les cel-lules SH-SYSY, després de tractar-
se amb 1’alcaloide.

D’entrada, és interessant remarcar que queleritrina, malgrat no sigui capa¢ d’induir ni la
fragmentacié oligonucleosomal de I’ADN ni la morfologia apoptotica, si que és capag¢ de
desencadenar la hidrolisi de ’ADN en fragments d’alt pes molecular (HMW, high molecular
weight). A més, cal destacar que la majoria de models cel-lulars de mort apoptotica que manifesten
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aquesta degradacio de I’ADN sense preséncia de LMW, normalment mostren una morfologia
nuclear apoptotica tipus I. Aixi per exemple, les cél-lules IMR-5 en resposta a un insult apoptotic
tan sols manifesten la fragmentaci6 HMW de I’ADN i de forma concomitant a 1’adquisicié de la
morfologia tipus I (Yuste, Bayascas et al. 2001; Iglesias-Guimarais, Gil-Guinon et al. 2012). En
canvi, en el procés de mort induit per queleritrina veiem que la degradaci6 HMW coincideix amb
un fenotip nuclear no apoptotic. Es més, aquesta fragmentacié de I’ADN es produeix de forma
depenent de caspases. Tot i aixi, varis treballs suggereixen que aquesta degradacié de I’ADN és
independent del sistema ICAD-CAD. Per una banda, s’ha vist que les cel-lules SH-SYS5Y
sobreexpressores d’ICAD amb el residu Asp117 mutat (D117E) manifesten la fragmentaci6 HMW
en resposta a un insult apoptotic (Yuste, Sanchez-Lopez et al. 2005). D’altra banda, un altre treball
analitza que les cél-lules SK-N-AS amb els nivells compomesos de CAD o ICAD desencadenen la
fragmentaci6 HMW després de tractar-se amb un estimul apoptotic (Iglesias-Guimarais, Gil-
Guinon et al. 2013).

En qualsevol cas, per tal de discutir si s’esta produint algun defecte en 1’activacié del
sistema ICAD-CAD que pogués ser responsable de 1’abséncia dels hallmarks apoptotics,
analitzarem d’entrada la implicaci6 d’ICAD. L’abséncia del fenotip apoptotic en les cel-lules
tractades amb queleritrina es podria deure a una manca del processament de I’inhibidor de CAD
que, en conseqiiéncia, no permetés 1’alliberament de I’endonucleasa. De fet, alguns autors arriben a
relacionar I’abséncia de la degradacié de I’ADN amb una inhibici6é del processament d’ICAD
(Zhao, Lu et al. 2001). En el nostre cas, els nostres resultats mostren una proteolisi d’ICAD de
forma totalment sincronica a 1’activacié de caspasa-3 i, a més a més, el fragment C-terminal p11 es
detecta de forma més intensa en les cél-lules tractades amb queleritrina que en les exposades a a
estaurosporina. Aquesta dada és quelcom rellevant si es té en compte que la generacid d’aquest
fragment s’ha proposat com a un factor determinant per considerar que ’endonucleasa s’esta
alliberant de forma correcta de la seva xaperona ICAD-L (isoforma llarga d’ICAD) (Tang and Kidd
1998). Tot plegat, fa considerar que no podem associar el defecte de la manifestacio dels hallmarks
apoptotics amb una inhibicié del processament d’ICAD. No obstant, ens podriem plantejar algun
defecte en I’alliberament de CAD derivada de la prematura proteolisi d’ICAD, malgrat la deteccid
del fragment C-terminal p11. En aquest sentit, podria ser que es requeressin de forma especifica en
el procés de mort desencadenat per queleritrina, la preséncia d’una major quantitat d’ICAD per tal
d’afavorir I’alliberament de I’endonucleasa. De fet, un treball de Takahashi 1 col-laboradors,
relaciona la sobreexpressiéo d’ICAD amb la manifestacié de la morfologia apoptotica tipus II, tot i
que en aquest cas, el defecte apoptotic es deu directament a la delecié del gen d’ICAD en la linia
cel-lular que analitzen (Takahashi, Ozaki et al. 2007). No obstant, en el procés de mort induit per
queleritrina la sobreexpressio d’ ICAD-L no permet recuperar la morfologia apoptotica. Per tant, el
requisit d’expressar majors nivells d’aquesta no sembla ser la ra6 que explicaria el defecte de la
manifestacié del fenotip nuclear apoptotic. Per altra banda, resulta interessant analitzar com s’esta
produint el processament d’ICAD al llarg del tractament de queleritrina. Malgrat detectem el
fragment C-terminal pl1 en els diferents punts temporals del tractament, val la pena destacar que
els fragments C-terminals p24 i p18 provinents de la proteolisi en el residu Aspl117 d’ICAD-L i
ICAD-S (isoforma d’ICAD curta) respectivament, son absents en els darrers temps de tractament
(4h i 6h) amb I’acaloide. Aquesta dada és quelcom rellevant, si considerem que les cél-lules SH-
SY5Y sobreexpressores de la forma mutant d’ICAD D117E no poden generar el fragment p24 ni
manifestar els hallmarks apoptotics, després de ser tractades amb estaurosporina (Yuste, Sanchez-
Lopez et al. 2005). Per contra, les c¢l-lules SH-SYSY sobreexpressores d’ICAD amb el residu
Asp224 mutat (D224E) generen en excés el fragment p24 1 mostren els hallmarks apoptotics, en
resposta a ’estimul d’estaurosporina (Yuste, Sanchez-Lopez et al. 2005). Es a dir, el conjunt
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d’aquestes dades apunta a considerar que potser 1’abséncia de part d’aquests fragments, esta
relacionada amb la manca del fenotip apoptotic en les cel-lules SH-SYSY tractades amb
queleritrina. No obstant, aquesta hipdtesi només explicaria la manca dels hallmarks apoptotics en
els darrers temps de tractament (4h i 6h) amb I’alcaloide, donat que en els temps anteriors es
detecten tots els fragments derivats de la proteolisi d’ICAD i aquest fet, coincideix amb la
manifestacio del fenotip nuclear no apoptotic de queleritrina. Tot plegat, fa que descartem aquesta
darrera qiiestio com a una possible causa de I’abséncia del fenotip apoptotic en el procés de mort
induit per queleritrina.

Una altra ra6 per la qual es podria pensar que els hallmarks apoptotics no es manifesten en
el procés de mort cel-lular desencadenat per queleritrina, €s que les cél-lules SH-SY5Y requereixin
expressar uns nivells majors de CAD per tal de poder manifestar el fenotip apoptotic. En aquest
sentit, cal destacar per exemple, el treball de Mukae i col-laboradors que correlaciona en diferents
linies cel-lulars tumorals humanes els nivells d’expressi6 de CAD amb la degradacio LMW
(Mukae, Enari et al. 1998). Els autors associen una menor expressio de I’endonucleasa amb una
abseéncia de la degradacié oligonucleosomal de ’ADN i detecten que aquesta es recupera quan
sobreexpressen CAD. En aquest cas, pero, la recuperacié de la degradaci6 LMW es relaciona
directament per una abséncia de nivells d’expressio de CAD. No ¢és el cas, per exemple, de les
cel-lules IMR-5, les quals no manifesten els hallmarks apoptotics donat que CAD acaba
desapareixent de la fraccio soluble durant el tractament amb estaurosporina (Yuste, Bayascas et al.
2001). La recuperacio del fenotip apoptotic en aquestes cél-lules es realitza també mitjancant la
sobreexpressio de CAD, encara que la causa del defecte en la inducci6 dels hallmarks apoptotics no
es basa en un problema directe d’abséncia de nivells de I’endonucleasa. En el nostre cas, no
aconseguim restablir el fenotip apoptotic ni de les cel-lules SH-SYS5Y ni de les IMR-5 mitjangant la
sobreexpressié dels nivells de CAD, després de tractar les cél-lules amb queleritrina.
Definitivament, el defecte apoptotic del procés de mort induit per I’alcaloide no es centra en una
qiiestio de nivells de CAD. Per aquesta rad, a continuacid ens centrarem en analitzar les causes que
poden portar a que CAD no pugui induir ni la morfologia apoptotica ni la degradacio
oligonucleosomal de I’ADN en les cel-lules tractades amb queleritrina.

D’entrada, cal remarcar que CAD no pateix cap procés de degradacio, donat que mostrem
que els seus nivells es mantenen constants durant el transcurs del tractament amb [’alcaloide en
extractes totals de proteina. Una altra qiiestido que podria estar relacionada amb el defecte apoptotic
del procés de mort induit per queleritrina i associat a CAD seria que aquesta no s’estigués
localitzant a la fraccié cromatinica de les cel-lules tractades amb 1’alcaloide. Per tal de discutir i
comprendre aquest punt, cal remarcar un treball fet al nostre laboratori que mostra com en un
subfraccionament cel-lular, en el qué s’aconsegueix aillar la fraccid6 cromatinica de Ila
nucleoplasmatica, els nivells de CAD localitzats a la fraccié cromatinica provenen de la fraccio
citoplasmatica en resposta a un estimul apoptotic (Iglesias-Guimarais, Gil-Guinon et al. 2012). En
concret, I’estudi mostra una baixada dels nivells de CAD a la fraccio citoplasmatica, correlacionada
amb un increment de la preséncia de I’endonucleasa a la fraccié cromatinica. Aquesta correlacio es
dona amb la deteccié d’uns nivells de CAD a la fraccidé nucleoplasmatica constants. L’analisi
s’estableix en les cél-lules SH-SYSY i de forma depenent a un gradient de concentracions creixents
d’estaurosporina. A més, es determina que es requereixen certs nivells de CAD a la fraccio
cromatinica per promoure la degradacié oligonucleosomal de I’ADN durant un procés de mort
apoptotica. Pel que fa als nostres resultats, cal recordar que detectem CAD a la fraccidé cromatinica
després del tractament amb queleritrina i amb uns nivells majors que els mostrats pel tractament
amb estaurosporina. En canvi, la fraccid nucleoplasmatica practicament no mostra diferéncies
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substancials entre els nivells de CAD detectats durant el tractament de queleritrina. En el nostre
cas, és dificil que apreciem una translocaci6 de CAD desde la fraccio citoplasmatica a la
cromatinica, ja que tan sols intuim una baixada de ’endonucleasa en la fraccid citoplasmatica al
darrer temps de tractament de queleritrina. No obstant i de forma comparativa amb estaurosporina,
el més rellevant és que CAD es localitza en nivells suficients a la fraccié cromatinica de les
cel-lules tractades amb queleritrina, com per promoure la degradacié oligonucleosomal de I’ADN.
Si I’estudi es segueix comparant amb els resultats obtinguts per estaurosporina, el conjunt de les
dades ens suggereixen que la manca de la degradaci6 LMW al procés de mort induit per
queleritrina podria ser deguda a una localitzaci6 anticipada de CAD a la fraccié cromatinica. En
aquest sentit, es podria arribar a pensar que aquesta mort tan rapida no permet la correcta activacio
de factors que poden promoure ’activitat de CAD i que, a la vegada, podrien ser determinants per
la manifestacio del fenotip apoptotic en el procés de mort induit per queleritrina. De la mateixa
manera, en el sentit oposat, també es podria suggerir que aquest tipus de mort no permet la
inactivacié de molécules inhibitories de I’activitat de CAD que estarien afavorint la inducci6é d’un
fenotip de mort no apoptotic. Es per aixd, que a continuacié es discutira sobre les possibles
molécules que es podrien requerir tant per promoure, com per inhibir 1’activitat de 1’endonucleasa.

Per una banda, podriem suggerir varies proteines associades a la cromatina, tals com els
factors nuclears HMG-1 i -2 (high mobility group), la histona H1 i la topoisomerasa II, les quals
poden estimular de forma considerable I’activitat de CAD (Liu, Li et al. 1998; Toh, Wang et al.
1998; Widlak, Li et al. 2000). Tot i aixi, els autors d’aquests treballs no estableixen que aquests
factors siguin imprescindibles per 1’activacié de CAD. De totes maneres, podria ser que en el
procés de mort induit per queleritrina fos determinant incrementar els nivells basals d’una o varies
d’aquestes proteines per tal d’aconseguir detectar el fenotip apoptotic. D’altra banda, un estudi de
Liu i col-laboradors estableix que la sobreexpressio de la xaperona Hsp70 (heat shock protein 70)
en cel-lules Jurkat és capac d’incrementar significativament la fragmentacié de I’ADN en resposta
a un a estimul apoptotic (Liu, Kishi et al. 2003). En concret, determinen que Hsp70 no solament
incrementa D’activitat de CAD, sind que promou la seva estabilitzacid com a resultat
d’interaccionar amb molécules de ’endonucleasa lliures. A més a més, els autors també detecten
aquesta interaccid sense sobreexpressar la xaperona en un model cel-lular capag de fragmentar el
ADN en resposta a un estimul apoptotic. En aquest sentit, podriem suggerir que en el procés de
mort desencadenat per queleritrina, aquesta interaccid no s’estigués executant, ja fos perque la
xaperona esta degradada o inhibida, o perqué CAD esta interaccionant amb algun altre factor que
desconeixem i que impediria aquesta interaccio. Una altra possibilitat, seria que aquesta interaccio
s’estigués realitzant, perd que el procés de mort desencadenat per queleritrina requeris expressar
uns nivells majors de Hsp70 per tal de fer front a un alliberament molt rapid i massiu de CAD. Un
altre estudi, associa la forma fosforilada de la histona H2AX (yH2AX) amb la induccié de la
degradaci6 LMW (Lu, Zhu et al. 2006). Lu i col-laboradors determinen que cél-lules MEF
transfectades amb H2AX degraden I’ADN de forma oligonucleosomal, requerint tant de I’activacio
de caspasa-3 com de la fosforilacid6 d’H2AX, després de ser tractades amb radiaci6 ultravioleta. En
canvi, en el mateix estudi, cél-lules MEF KO per H2AX so6n incapaces de manifestar la
fragmentaci6 LMW després de ser sotmeses al mateix tractament. A més, els autors arriben a
detectar in vitro la interaccid de H2AX amb CAD. Un altre treball, mostra la fosforilacié de la
histona H2B com a un factor determinant en la condensaci¢ apoptotica de la cromatina (Cheung,
Ajiro et al. 2003). En cél-lules de pollastre DT40 KO per CAD, els autors correlacionen un
increment de la fosforilacio de la histona H2B amb un augment de la condensacio apoptotica de la
cromatina respecte a les cel-lules DT40 wt, després de ser tractades amb un estimul apoptotic. En
aquest aspecte cal dir que resultats obtinguts en el procés de mort desencadenat per queleritrina, les
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cel-lules presenten uns nivells de fosforilacio tant de H2AX com H2B similars als manifestats en el
tractament amb estaurosporina (dada no mostrada). Aixo suggereix que, en el nostre cas, la manca
en aquestes fosforilacions possiblement no siguin la causa del fenotip nuclear alterat observat. Tot i
aixi, podriem arribar a pensar que, en el cas de H2AX, no s’estigués realitzant la interaccié descrita
entre aquesta i CAD, fet que explicaria 1’abséncia del fenotip apoptotic en el procés de mort induit
per queleritrina.

Pel que fa a molécules que inhibeixin 1’activitat de CAD, cal destacar CIIA (CAD inhibitor
that interacts with ASK), la qual inhibeix 1’endonucleasa per interaccié amb el domini CIDE i sense
afectar al processament d’ICAD executat per caspasa-3 (Cho, Kim et al. 2003). Cal remarcar, que
aquesta proteina també és capac d’inhibir la proteina quinasa ASK1 (Apoptosis signal-regulating
kinase 1), la qual activa les vies de senyalitzacié JNK/SAPK i p38, i participa en processos de mort
apoptotica desencadenada per TNF-a, Fas, estrés reticular i ROS (Ichijo, Nishida et al. 1997). En el
cas d’ASK1, CIIA inhibeix la seva activacid per interaccié a nivell de la part C-terminal de la
quinasa. Tenint en compte aixo, CIIA podria estar inhibint a la vegada les dues proteines.
Resultaria interessant, analitzar els nivells d’expressié d’aquest inhibidor en el procés de mort
induit per queleritrina i comparar-los amb els obtinguts en el tractament d’estaurosporina. Uns
nivells majors d’expressié de CIIA en el tractament de queleritrina, podrien correlacionar-se amb
I’abseéncia del fenotip apoptotic, i més quan aquest inhibidor de CAD esta actuant sense afectar al
processament d’ICAD. No obstant, CIIA s’ha reportat en ratoli i el seu homoleg en humans
(hVPS28) no s’ha associat a cap funci6 similar (Bishop and Woodman 2001), fet que dificulta
poder considerar aquest inhibidor com a una molécula rellevant en el procés de mort desencadenat
per queleritrina. Una altra proteina que podriem tenir present com a inhibidora de CAD ¢és B23, o
altrament coneguda com a nucleofosmina, la qual actua com a receptor nuclear del fosfolipid PIP3
(phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate) (Ahn, Liu et al. 2005; Ye 2006). En concret, aquesta
proteina és capag¢ d’interaccionar amb CAD provocant un efecte d’inhibicié en la degradacié de
I’ADN, després que el complexe B23-PIP3 s’hagi constituit. A més a més, s’ha demostrat que B23
pot interaccionar amb I’ATP donant lloc a un complexe que promou la seva translocacié al
nucleoplasma (Wu, Lam et al. 1995). El lloc d’uni6 de B23 amb PIP3 ¢és el mateix que el lloc
d’uni6 amb I’ATP. No obstant, I’ATP és el que actua com a substracte preferencial per B23 sent
capag, aixi, de desplagar PIP3 de B23 (Choi, Lee et al. 2008). Per tant, aquest fet suggereix que la
formacio del complexe B23-PIP3 possiblement es doni quan els nivells d’ATP siguin baixos i, en
conseqiiéncia, s’afavorira a la inhibicié de CAD per part d’aquest complexe. En aquest sentit, es
podria pensar que durant un procés de mort cel-lular on els nivells d’ATP hagin baixat
drasticament, es pot estar afavorint la generacié del complexe B23-PIP3 i la conseqiient inhibicio
de CAD. Tal i com s’ha esmentat en un punt anterior de la discussid, resultats obtinguts al
laboratori mostren que en el procés de mort induit per la queleritrina, els nivells d’ATP baixen de
forma considerable respecte al de les cél-lules tractades amb estaurosporina (dada no mostrada).
Malgrat que aquest fet estigués afavorint la unié de B23 amb molécules PIP3 i, en conseqiiencia, la
possible inhibicié de CAD, caldria concloure aquesta hipotesi disminuint els nivells d’expressio de
B23. Una altra possible molécula que podriem arribar a considerar que estigués inhibint CAD és la
proteina Ebpl. En un treball fet en cél-lules PC12 tractades amb el factor de creixement neuronal
(NGF), s’ha vist que Ebp1 contribueix a I’abséncia de la degradacié oligonucleosomal de I’ADN a
través de la interaccio amb CAD i suprimint el processament d’ICAD (Ahn, Liu et al. 2006).
Respecte al procés de mort desencadenat per queleritrina, resulta dificil considerar una implicacio
rellevant del factor Ebpl en la inhibicio de la degradacio apoptotica de I’ADN, donat que, tal i com
hem comentat anteriorment, detectem ICAD processada en les cel-lules SH-SYSY tractades amb
queleritrina.
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Tot i la possibilitat de la preséncia d’alguna proteina, com B23, que estigués inhibint
I’activitat de CAD, una altra explicacié per la manca del fenotip apoptotic seria que el propi
compost estigués realitzant un efecte d’inhibici6é directe sobre ’endonucleasa. En aquest sentit,
resulta important remarcar un treball de Sikora i col-laboradors en el que descriuen la curcumina
com a un inhibidor directe de 1’activitat de CAD (Sikora, Bielak-Zmijewska et al. 2006). Els autors
observen que aquest compost és capac¢ d’inhibir tant la morfologia apoptotica com la fragmentacid
oligonucleosomal de I’ADN, en c¢l-lules Jurkat en resposta a un estimul apoptotic. La inhibicid
del fenotip apoptotic realitzada per curcumina succeeix malgrat s’arribi a detectar 1’activacid de
caspasa-3 i la baixada de les pro-formes d’ICAD, després del tractament conjunt amb curcumina i
I’estimul apoptotic. A més, els nivells de CAD en extractes totals de proteina no s’alteren en
preséncia de curcumina. Inclus, els autors detecten que curcumina és capa¢ d’inhibir la degradacio
oligonculeosomal de I’ADN promoguda in vitro per la proteina recombinant de CAD. La inhibicio
de la fragmentacio apoptotica de I’ADN es realitza malgrat curcumina no impedeixi la uni¢ de
CAD a I’ADN i el treball suggereix que, possiblement, aquest compost estigui inhibint
I’endonucleasa per unid al seu centre actiu. La similitud d’aquestes dades amb els resultats
obtinguts en el procés de mort desencadenat per queleritrina recolza encara més la hipotesi de
considerar aquesta com a un possible inhibidor de CAD. Aquesta hipotesi guanya encara més pes si
tenim en compte que mostrem que queleritrina és capag d’evitar tant la induccio de la morfologia
apoptotica com la fragmentacio oligonucleosomal de I’ADN induits per estaurosporina. A més a
més, veiem que la inhibicio del fenotip apoptotic d’estaurosporina es realitza malgrat ICAD es
processi per caspasa-3 i CAD es localitzi a la fraccid6 cromatinica durant el co-tractament
d’estaurosporina i queleritrina. De forma similar, demostrem que la curcumina també impedeix el
fenotip apoptotic d’estaurosporina, sense afectar ni 1’activaciéo de caspasa-3 ni el processament
d’ICAD induits en el co-tractament d’estaurosporina i curcumina. No obstant, el nostre analisi dels
nivells totals de 1’endonucleasa mostra clarament una baixada considerable de CAD, tant en el
tractament de curcumina com en el co-tractament de curcumina i estaurosporina. Sembla doncs,
que la curcumina pot estar induint algun procés de degradacié de CAD, malgrat el treball de Sikora
i col-laboradors no hagi detectat un efecte similar. Aquest fet probablement explicaria la poca
quantitat de CAD detectada en la fraccid cromatinica de les cel-lules co-tractades amb
estaurosporina i curcumina i, per tant, la inhibicié del fenotip apoptotic d’estaurosporina realitzada
per curcumina. No obstant, en el co-tractament amb queleritrina i estaurosporina, la quantitat de
CAD present a la fraccido cromatinica és major que la mostrada per la fraccido cromatinica de les
cel-lules tractades amb estaurosporina. Aix0 suggereix, de nou, que la inhibicio realitzada per
queleritrina en la induccid del fenotip apoptotic d’estaurosporina no és deguda a una manca dels
nivells de CAD a la fraccidé cromatinica. En qualsevol cas, les dades que mostrem no ens permeten
valorar si queleritrina esta evitant el fenotip apoptotic d’estaurosporina mitjangant una inhibicio
directa de CAD, o bé, una inhibici6 de I’endonucleasa a nivell de mecanismes de senyalitzacio.

Una altra possible causa que podriem suggerir per explicar la manca del fenotip apoptotic
induit per queleritrina seria I’efecte intercalant sobre I’ADN que exerceix aquest compost, ja que
podriem plantejar-nos que aquesta interaccid estigués desafavorint 1’actuacio de 1’endonucleasa.
Els nostres resultats mostren que tots els agents d’uni6 a I’ADN emprats eviten tant la induccié de
la morfologia apoptotica com la degradacié oligonucleosomal de I’ADN induida per
estaurosporina. Per I’analisi d’aquests resultats, cal recordar els diferents tipus d’interaccido amb
I’ADN dels agents utilitzats: intercalant amb preferéncia d’unid a seqiiencies de I’ADN riques en
GC contigiies i alternades pel cas de queleritrina i sanguinarina respectivament (Bajaj, McLean et
al. 1990; Bai, Zhao et al. 2006); uni6 al solc menor de I’ADN amb preferéncia a les seqiiéncies
riques en AT en el cas del compost bisbenzimida de Hoechst 33258 (Fox and Waring 1984); i
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finalment, unié al solc menor de I’ADN i intercalant en el cas del bromur d’etidi (Jain, Tsai et al.
1977). Tenint en compte aquestes dades i els resultats obtinguts, estem establint que la inhibici6 del
fenotip apoptotic no és depenent del tipus d’interaccio a I’ADN, ja que els hallmarks apoptotics es
poden inhibir per agents intercalants i/o d’uni6 al solc menor de I’ADN. Aquesta dada és sumament
rellevant donat que estem generalitzant ’efecte d’inhibicié del fenotip apoptotic detectat amb
queleritrina cap a altres compostos, també capagos d’interaccionar amb 1’ADN. La importancia
d’aquests resultats deriva del fet que una gran quantitat dels agents quimioterapics actuals
presenten propietats d’unié a I’ADN, pel que s’hauria de considerar la possible inhibicio del
fenotip apoptdtic d’aquests compostos i, en conseqiiéncia, com 1’alteracié del fenotip de mort pot
estar influint en el microambient tumoral tractat (aquest punt s’analitza més ampliament en
I’apartat 5 de la discussio). A més, cal afegir que la rellevancia d’aquestes dades tamb¢ deriva del
fet de considerar que compostos quimioterapics amb propietats d’unié a I’ADN administrats en
tractaments sinérgics podrien estar alterant el fenotip de mort dels altres agents farmacologics. Per
altra banda, resulta interessant analitzar el conjunt dels nostres resultats amb els obtinguts en un
treball que estudia la inducci6 dels hallmarks apoptotics en el context d’agents d’uni6 a I’ADN. Es
tracta d’un estudi de tipus cell free system en el qual es tracten nuclis intactes de cel-lules Hela
amb una nucleasa exogena (MNasa) per tal d’induir els hallmarks apoptotics (Widlak, Palyvoda et
al. 2002). El treball analitza 1’efecte de la condensacié de la cromatina i de la degradacio
oligonucleosomal de I’ADN induits en aquest sistema, en preséncia de diferents tipus d’agents
d’unié a ’ADN. En concret, s’empren: el bromur d’etidi i la bisbenzimida de Hoechst 33258; la
distamicina A, la qual s’uneix al solc menor de I’ADN amb preferéncia en seqiiencies riques en AT
(Van Dyke, Hertzberg et al. 1982; Fox and Waring 1984); la cromomicina A3, que s’uneix
preferentment al solc menor de I’ADN pero en seqiiéncies riques en GC (Van Dyke and Dervan
1983; Gao and Patel 1989); i el verd de metil, el qual s’uneix al solc major de I’ADN (Kim and
Norden 1993). Els autors d’aquest treball, detecten que tots aquests agents excepte el bromur
d’etidi, no inhibeixen la degradaci6 LMW de I’ADN. Per contra, observen que tots els agents
d’unié a ’ADN emprats bloquegen la condensacié de la cromatina, excepte el compost verd de
metil. En resum, amb aquestes dades podem suggerir que tant les interaccions al solc menor de
I’ADN com les de tipus intercalant, son determinants per la inhibici6 de la condensacio de la
cromatina; mentres que la degradacido LMW tan sols s’evita quan 1’agent d’unié a I’ADN presenta
propietats intercalants. Es a dir, sembla que aquestes dades estan recolzant la nostra hipotesi de
considerar 1’efecte intercalant a I’ADN de queleritrina com al factor responsable de la inhibicié del
fenotip apoptotic. Tot i aixi, cal dir que la unica dada que no correlaciona amb les nostres, €s la
deteccio de la degradacio LMW en el cas dels agents d’uni6 al solc menor de I’ADN. Per altra
banda, resulta interessant destacar que alguns estudis estableixen un altre tipus de correlacié amb
les propietats intercalants de certs tipus d’alcaloides. En concret, alguns autors descriuen que la
concentracié de protons al medi afavoreix la capacitat d’uni6 a I’ADN dels acaloides pertanyents a
la familia de les benzofenantridines (Bajaj, McLean et al. 1990). Des d’aquest punt de vista, si
considerem 1’efecte intercalant de I’ADN com a la principal causa de la manca del fenotip
apoptotic en el procés de mort induit per queleritrina, resultaria interessant analitzar el pH de les
cel-lules que estan morint per efecte d’aquest alcaloide. En cas que detectéssim una baixada
drastica d’aquest parametre, podriem suggerir un major efecte d’inhibicié del fenotip apoptotic
degut a un increment de les propietats intercalants sobre I’ADN per part de queleritrina. Cal afegir,
que si seguim considerant 1’efecte intercalant a I’ADN de queleritrina com al factor responsable de
I’abséncia del fenotip apoptotic, hem de remarcar que, llavors, estariem establint que la inhibicio de
CAD s’esta realitzant en el propi ADN. En aquest sentit, podriem pensar que, malgrat CAD es
detecti a la fraccié cromatinica de les cél-lules tractades amb queleritrina, 1’efecte intercalant de
I’alcaloide podria estar impedint el correcte acomodament de CAD en I’ADN mitjangant
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I’estructura de tisora oberta que adopta 1’endonucleasa per tal de realitzar la seva activitat (Woo,
Kim et al. 2004).

Una altra ra6 que podria explicar 1’abséncia del fenotip apoptotic en el procés de mort
induit per queleritrina és ’activacié prematura de les caspases, ja que aquesta, en conseqiiéncia,
acaba implicant també una activacido del sistema ICAD-CAD de forma anticipada. De fet,
demostrem que I’endarreriment d’aquest tipus d’activacié mitjancant el pre-tractament de
determinades concentracions de 1’antioxidant tiolic DTT permet recuperar la morfologia apoptotica
perd no la degradacio oligonucleosomal de I’ADN. Sembla doncs, que I’activacio prematura de les
caspases podria explicar la manca de la morfologia apoptotica del procés de mort desencadenat per
queleritrina, perd no 1’abséncia de la degradaci6 LMW. No obstant, cal dir que varis treballs
descriuen processos de mort apoptotica que succeeixen en absencia de la fragmentacio apoptotica
de ’ADN (Oberhammer, Wilson et al. 1993; Falcieri, Martelli et al. 1993; Iglesias-Guimarais, Gil-
Guinon et al. 2012). Entre aquests treballs, cal destacar un estudi fet al nostre laboratori en la linia
cel-lular de neuroblastoma huma SK-N-AS, la qual mostra una morfologia apoptotica tipus I i no
manifesta la fragmentacio oligonucleosomal de I’ADN, després de ser tractada amb estaurosporina
(Iglesias-Guimarais, Gil-Guinon et al. 2012). Cal remarcar, que aquest treball demostra que la
menor quantitat de CAD present a la fraccid citoplasmatica d’aquestes cel-lules sense tractar, €s la
causa per la qual la degradaci6 LMW de I’ADN no es detecta en les cel-lules SK-N-AS tractades
amb I’estimul apoptotic. De fet, en aquest treball es pot observar com la menor quantitat de CAD
detectada a la fraccio citoplasmatica de les cél-lules sense tractar, no permet adquirir suficients
nivells de CAD a la fraccid cromatinica d’aquestes cel-lules, després de ser tractades amb
estaurosporina. En aquest aspecte, caldria analitzar la localitzacid subcel-lular de CAD en les
condicions de pre-tractament de DTT del procés de mort induit per queleritrina, en les quals s’esta
induint la morfologia apoptotica pero no la fragmentacié oligonucleosomal de I’ADN. La deteccio
d’una menor quantitat de CAD en la fraccio cromatinica de les cél-lules tractades amb queleritrina
en aquestes condicions de pre-tractament de DTT, podria explicar I’abséncia de la degradaci6
oligonucleosomal de I’ADN.

No obstant, una altra possible explicaciéo sobre la recuperacid incompleta del fenotip
apoptotic del procés de mort desencadenat per queleritrina, a través del tractament amb
determinades concentracions de DTT, podria ser la preséncia de modificacions oxidatives als grups
tiols que resultessin ser irreversibles. Es a dir, oxidacions addicionals a partir d’una primera
oxidacié del grup tiol que no podrien evitar-se per antioxidants tiolics com el DTT (Groeger,
Quiney et al. 2009). En aquest sentit, un dany oxidatiu d’aquest tipus que alterés 1’activitat de CAD
podria ser determinant per la recuperacio completa del fenotip apoptotic. Tot i aixi, els residus
essencials pel manteniment de D’activitat de CAD soén 4 residus d’histidina (His242, His263,
His308 i His313) altament conservats (Meiss, Scholz et al. 2001; Sakahira, Takemura et al. 2001).
No obstant, en el treball del grup de Nagata de caracteritzacié i clonatge molecular de CAD
humana, s’analitza la presencia dels residus de cisteina presents en aquesta. En aquest estudi, es
mostra que dels 11 residus de cisteina presents en la CAD humana, 10 estan també presents en la
CAD de ratoli (Mukae, Enari et al. 1998). La rellevancia biologica d’aquests residus altament
conservats no es coneix, pero cal remarcar que 3 d’ells (Cys236, Cys307, Cys317) es localitzen a
nivell de seqiiéncia propers a 3 dels residus d’histidines essencials pel centre actiu de CAD
(His242, His308, His313). En aquest sentit, es podria arribar a pensar que un dany oxidatiu
irreversible en algun d’aquests residus de cisteina, podria esta compromentent 1’activitat de CAD.
De fet, en un altre treball del grup de Nagata, es descriu que ICAD-L permet el correcte plegament
de CAD amb tots els residus de cisteina de I’endonucleasa en un estat tiolic reduit (Sakahira,
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Iwamatsu et al. 2000). Per tant, malgrat els residus de cisteina no estiguin implicats de forma
directa en I’activitat de CAD, 1’oxidaci6 dels grups tiols d’aquests residus podria estar alterant el
plegament de 1’endonucleasa i, en conseqiiéncia, el seu estat funcional. En aquest aspecte, no
podriem descartar que, durant el procés de mort induit per queleritrina, s’estigués realitzant alguna
oxidaci¢ irreversible en algun d’aquests grups tiols, que estigués impedint la recuperacié completa
del fenotip apoptotic. No obstant, aquesta hipotesi és poc probable perqué tots els experiments
s’han realitzat amb un pre-tractament de DTT.

Una altra possible rad que podriem suggerir sobre la recuperacié incompleta del fenotip
apoptotic en el procés de mort desencadenat per queleritrina amb la preséncia de determinades
concentracions de DTT, seria el manteniment de 1’efecte intercalant sobre 1’ADN de 1’alcaloide en
aquestes condicions de tractament. Els nostres resultats apunten a considerar que les propietats
intercalants de queleritrina no es perden durant la recuperacio del fenotip nuclear apoptotic. Tot i
aixi, caldria realitzar un estudi més especific d’aquestes propietats d’uni6é a I’ADN mitjancant, per
exemple, un analisi de la temperatura de fusié (Tm) de ’ADN en preséncia de queleritrina. De fet,
un treball que compara les propietats intercalants de diferents alcaloides, apunta que els compostos
amb unes propietats intercalants majors es corresponen amb valors de Tm més alts (Kamins'kyi,
Kryv'iak et al. 2006).

En qualsevol cas, el conjunt de dades suggereix multiples causes relacionades amb el
sistema ICAD-CAD o bé amb les propietats intercalants sobre I’ADN de queleritrina, que poden
explicar I’absencia del fenotip apoptotic en el procés de mort desencadenat per ’alcaloide.

4. Interés terapeutic dels BH3 mimétics: queleritrina com a una estratégia d’estudi de
processos de mort amb dianes addicionals?

El disseny de compostos BH3 mimeétics és una de les estratégies terapeutiques actuals
contra el cancer i que en els darrers anys esta adquirint major protagonisme. Aquestes molécules es
caracteritzen per unir-se al solc hidrofobic dels membres antiapoptotics de la familia Bcl-2 (Marzo
and Naval 2008). La rellevancia terapeutica de 1’ts dels BH3 mimeétics deriva del fet que les
cel-lules cancerigenes sovint expressen nivells elevats d’aquestes proteines antiapoptotiques per
evitar la mort cel-lular (Frenzel, Grespi et al. 2009). En conseqii¢ncia, el tractament d’aquestes
cel-lules cancerigenes amb compostos BH3 mimétics esdevé una potent estratégia terapeutica.

Queleritrina s’inclou com a BH3 mimeétic per la seva capacitat d’inhibir la proteina
antiapoptotica Bcl-X; (Chan, Lee et al. 2003). Tenint en compte aquesta dada i el potencial
terapeutic dels BH3 mimétics, ens vam plantejar analitzar si la induccio del fenotip nuclear no
apoptotic per part de queleritrina es podia generalitzar amb el fenotip nuclear de mort desencadenat
per altres BH3 mimetics. Els nostres resultats mostren que les cel-lules SH-SYS5Y manifesten la
morfologia apoptotica classica després del tractament amb els BH3 mimeétics emprats. Per tant,
aquestes dades demostren que el fenotip nuclear de mort no apoptotic provocat per queleritrina no
es pot considerar com a un tipus de fenotip nuclear induit de forma general pels BH3 mimetics. Per
fer un analisi d’aquestes dades cal recordar les inhibicions descrites que realitzen cada un dels BH3
mimetics utilitzats. En el cas de TW-37, es considera que aquest inhibeix Bcl-2 i Mcl-1 i, amb
menor afinitat, Bcl-X; (Verhaegen, Bauer et al. 2006; Wang, Azmi et al. 2009; Mohammad,
Goustin et al. 2007); obatoclax, tot i ser capa¢ d’unir-se a tots els membres antiapoptotics, varis
autors esmenten que ho fa amb menys afinitat que TW-37 (per Bcl-2, Bcl-X; i Mcl-1), ABT-737
(per Bcl-2, Bel-X1 1 Bel-w) i gossipol (per Bel-2, Bel-X; 1 Mcl-1) (Wang, Nikolovska-Coleska et
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al. 2006; Zhai, Jin et al. 2006); gossipol, el qual inhibeix Bcl-2 i Mcl-1 i, amb menor afinitat, Bcl-
Xy (Kitada, Leone et al. 2003; Wang, Nikolovska-Coleska et al. 2006; Zhai, Jin et al. 2006); i
finalment, pel que fa a ABT-737, aquest inhibeix amb alta afinitat Bcl-2 i Bel-X;, tot i que alguns
autors també consideren que pot inhibir Bel-w (Zhai, Jin et al. 2006; Bruncko, Oost et al. 2007).
Tenint en compte el conjunt d’aquestes dades, ABT-737 ¢és Iinic compost pel qual podriem
esperar obtenir una morfologia nuclear semblant a la induida per queleritrina, ja que és el compost
que inhibeix Bcl-X; amb més afinitat. Tot i aixi, cal tenir present que en 1’estudi morfologic
realitzat amb aquests BH3 mimetics i amb queleritrina, no hem analitzat les diferents inhibicions
descrites sobre els membres antiapoptotics per cada un d’aquests compostos. En aquest sentit i per
trobar una explicaci6 als nostres resultats, podriem suggerir que en el cas d’ABT-737, la inhibicio
de Bcl-X s’esta produint amb més afinitat que en el cas de les cél-lules tractades amb queleritrina.
No obstant, si continuem suggerint que la inhibici6 de I’alcaloide sobre Bcl-X; és poc potent,
hauriem de fer 1’analisi de forma comparativa a la morfologia nuclear induida pels altres BH3
mimetics (TW-37, gossipol 1 obatoclax), ja que tots aquests es caracteritzen per inhibir amb baixa
afinitat a Bcl-X;. Cal recordar, pero, que aquests compostos també indueixen en les cél-lules SH-
SYS5Y una morfologia apoptotica. Per tant, no podem suggerir tinicament que queleritrina esta
inhibint Bcl-X; de forma menys potent per justificar el fet que el fenotip de mort no apoptdtic
induit per 1’alcaloide no es manifesti en les cel-lules tractades amb els altres BH3 mimétics. En
conseqiiéncia, tot plegat ens planteja la preséncia de dianes addicionals a la dels membres
antiapoptotics durant el procés de mort induit per queleritrina que poden portar a queé la inhibicid de
Bcl-X; per part de ’alcaloide no sigui prou rellevant en el procés de mort. En aquest sentit, cal
recordar que queleritrina té la capacitat d’intercalar I’ADN i d’inhibir la proteina PKC (Bai, Zhao
et al. 2006; Herbert, Augereau et al. 1990). Tenint en compte aquestes dades, podriem considerar
que els BH3 mimetics emprats no indueixen la mateixa morfologia nuclear que queleritrina perque
no presenten les dianes descrites en el cas de I’alcaloide. Es a dir, la preséncia de dianes diferents a
la dels membres antiapoptotics durant el tractament amb queleritrina podria implicar el
desencadenament de mecanismes de mort amb diferéncies prou substancials com per obtenir un
fenotip nuclear diferent a I’induit pels altres BH3 mimétics.

Per altra banda, per seguir analitzant la implicacié de Bcl-X; en el procés de mort induit
per queleritrina, cal examinar els resultats obtinguts en els experiments de sobreexpressio d’aquesta
proteina antiapoptotica en les cel-lules SH-SYS5Y. Cal recordar, que les cel-lules sobreexpressores
de Bcl-X| tan sols mostren una proteccio de la mort provocada per queleritrina entre les 2 i 6h de
tractament amb 1’alcaloide, obtenint a les 24h, pero, nivells de mort similars respecte les cel-lules
transfectades amb el plasmid buit, pel que en aquest darrer temps la proteccid detectada s’acaba
perdent. De fet, aquestes dades concorden amb els resultats obtinguts en un treball de Chan i
col-laboradors, en el qual els autors descriuen les cel-lules sobreexpressores de Bcl-X; son
resistents a la mort induida per queleritrina només quan s’estan emprant concentracions baixes de
’alcaloide (Chan, Lee et al. 2003). Per contra, detecten que I’efecte de protecci6é d’aquesta proteina
antiapoptotica s’acaba perdent a concentracions majors de tractament amb queleritrina. En
qualsevol cas, el conjunt d’aquestes dades estableix que la inhibicié de Bcl-X; per part de
queleritrina podria no produir-se de forma prou determinant com per evitar el procés de mort
cel-lular induit per 1’alcaloide en les cél-lules sobreexpressores d’aquesta proteina antiapoptotica.
En conseqiiéncia, aquest fet recolza la idea que queleritrina t¢ dianes addicionals a la de la inhibicio
de Bcl-X durant el procés de mort induit en les cel-lules SH-SYSY. Tenint en compte aquestes
consideracions, podriem establir que queleritrina esta induint un procés de mort independent de la
inhibici6 de Bcel-X. De fet, varis treballs abalen que I’inic BH3 mimetic capa¢ d’induir una mort
depenent de la inhibicié dels membres antiapoptotics de Bcl-2 és ABT-737 i la seva forma oral
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ABT-263 (van Delft, Wei et al. 2006; Tse, Shoemaker et al. 2008; Vogler, Weber et al. 2009). Es
més, un treball de Vogler i col-laboradors determina que queleritrina esta desencadenant un procés
de mort indepenent de la inhibicié de Bcl-X i els autors justifiquen aquest fet per la preséncia de
dianes addicionals (Vogler, Weber et al. 2009). Per altra banda, cal tenir en compte que en el
context dels BH3 mimetics, s’estan creant compostos que inhibeixen a Bcl-X; i Bcl-2 amb afinitats
d’uni6 10.000 vegades més altes que la d’altres compostos dissenyats préviament (Zhou, Chen et
al. 2012). A més a més, s’estan cercant compostos que inhibeixin de forma selectiva a Bcl-2 sense
afectar a Bel-X;, com I’ABT-199 (Souers, Leverson et al. 2013), o només Bcl-X;, com el compost
WEHI-539 (Lessene, Czabotar et al. 2013). Tot plegat, recolza la rellevancia de trobar compostos
BH3 mimeétics que indueixin processos de mort depenents unicament de les inhibicions dels
membres antiapoptotics de la familia Bcl-2 sense la preséncia de dianes addicionals, ja que es
considera que hi ha menys probabilitat que es descencadeni una mort cel-lular no controlada amb
efectes toxics no desitjats (Vogler, Weber et al. 2009). En aquest sentit, el procés de mort induit per
queleritrina pot esdevenir una estratégia d’estudi per aquells processos de mort desencadenats per
BH3 mimétics que presentin efectes toxics no previstos donats per la preseéncia d’altres dianes
diferents a la dels membres antiapoptotics de la familia Bcl-2.

Per ltim, m’agradaria remarcar que, malgrat el potent efecte vist in cellula de queleritrina,
resulta curids que no s’hagi reportat en la literatura dades sobre 1’avang terapéutic d’aquest agent
citotoxic dins del context clinic. Podria ser possible que el compost s’hagi descartat per la induccio
d’un procés de mort poc controlat i, en conseqiiéncia, amb efectes toxics no desitjats tal i com va
succeir de forma similar, pel cas d’estaurosporina. Tot i aixi, en el cas d’aquesta tltima s’han
arribat a dissenyar molécules similars a una part concreta de I’alcaloide, que resulta determinant en
la inducci6 de processos de diferenciacié neuronal (Thompson and Levin 2010). En aquest sentit,
podria ser que en el cas de queleritrina s’estiguessin dissenyant analegs estructurals per una
aplicacio terapeutica concreta. Caldra esperar, doncs, per veure si realment aquest compost pot
destacar en el context terapeutic.

5. Conseqiiéncies biologiques del fenotip de mort

Malgrat que dins de I’ambit clinic no s’explori amb prou detall sobre altres processos de
mort diferents a ’apoptosi, ni s’aprofunditzi sobre la manifestacio completa dels hallmarks
apoptotics, varis treballs estableixen una relacié entre el tipus de fenotip de mort induit pels
quimioterapics i els posteriors esdeveniments cel-lulars que tenen lloc en el microambient cel-lular
tractat (Peitsch, Mannherz et al. 1994; Herrmann, Voll et al. 1998; Holmgren, Bergsmedh et al.
2002; Holmgren, Szeles et al. 1999; Bergsmedh, Szeles et al. 2001; Yan, Wang et al. 20006).
D’entrada, analitzarem quines son les principals valoracions establertes des d’aquest punt de vista,
per tal de poder discutir posteriorment quines implicacions biologiques podria tenir una induccio
d’un fenotip de mort com el de queleritrina, en un context de tractament quimioterapic.

La principal relaciéo establerta rau en la rellevancia biologica de la fragmentacio
oligonucleosomal de I’ADN. Tot i que la informacidé en la literatura sobre aquest aspecte és
escassa, es considera que la degradacié de la cromatina en fragments de baix pes molecular pot
conferir trets biologics tant positius com negatius per 1’organisme. D’una banda, dins d’un dels
aspectes positius, es considera que la degradacio oligonucleosomal de I’ADN afavoreix 1’activitat
fagocitica de les cél-lules sanes, properes a la zona apoptotica. Es a dir, la fragmentacié de la
cromatina en els cossos apoptotics facilita 1’activitat de les cel-lules fagocitiques i, en
conseqiiéncia, es dificulta I’aparicidé de processos inflamatoris (Peitsch, Mannherz et al. 1994). En
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aquest sentit, la circulacié en sang de nucleosomes lliures, o bé de cromatina parcialment
degradada, pot provocar la generacid d’autoanticossos, ja que son potents immunogens;
desencadenant, aixi, malalties autoimmunes com, per exemple, SLE (systemic Ilupus
erythematosus) (Herrmann, Voll et al. 1998). D’altra banda, la literatura recull aspectes negatius
relacionats amb la fagocitosi dels cossos apoptotics i la transferéncia horitzontal génica, HGT
(horizontal gene transfer). L’HGT implica el moviment d’un segment d’ADN des d’una cél-lula
donadora cap a una cel-lula receptora, i la seva posterior integracid de forma estable al genoma
d’aquesta ultima. Varis treballs descriuen que aquest procés es dona durant la fagocitosi de les
cel-lules apoptotiques tumorals, duta a terme per les cel-lules veines sanes, properes al
microambient apoptotic (Holmgren, Bergsmedh et al. 2002; Holmgren, Szeles et al. 1999;
Bergsmedh, Szeles et al. 2001; Yan, Wang et al. 2006). En un context apoptotic tumoral, doncs, la
principal conseqiiéncia biologica de 1’execucid d’aquest fenomen deriva de la transferéncia
d’oncogens potencials provinents de la cél-lula tumoral donadora cap a cél-lules receptores
fagocitiques sanes (Bergsmedh, Szeles et al. 2001). A més a més, s’ha suggerit que els fragments
d’ADN més petits, generats durant la mort apoptotica, podrien integrar-se més facilment en el
genoma de la cel-lula receptora (Yan, Wang et al. 2006). Tot i aixi, malgrat que el fenomen HGT
pugui promoure la transformacié cel-lular i la tumorogénesi, la transferéncia d’ADN per HGT al
genoma de les cél-lules fagocitiques, es descriu amb una deteccié del 15% d’aquestes cél-lules i la
seva execucio de forma eficient s’observa amb una freqiiéncia baixa (Holmgren, Szeles et al.
1999); (Yan, Wang et al. 2006). Per altra banda, un treball de Yan i col-laboradors relaciona la
inhibicié funcional de CAD amb una menor execucid del fenomen HGT. Aixi, en cél-lules amb
I’endonucleasa activa, la degradacio6 oligonucleosomal de I’ADN facilita la transferéncia génica de
les cél-lules apoptotiques a les fagocitiques (Yan, Wang et al. 2006). No obstant, cal remarcar que
I’efecte final de CAD en la fragmentacié oligonucleosomal de I’ADN es valora en varis treballs
amb una inhibicié del desenvolupament del tumor (Bergsmedh, Szeles et al. 2001; Yan, Wang et
al. 2006; Yan, Wang et al. 20006). Es a dir, es considera una funci6 supressora tumoral de
I’endonucleasa i aquest fet és encara més remarcable si es té present que la fragmentacié de I’ADN
induida per CAD s’executa en les estapes finals de la mort apoptotica, en les que sembla que un
defecte en 1’activacié de I’endonucleasa no ha de tenir cap impacte en la tumorogenesi.

En relacio a les implicacions biologiques que podria tenir el fenotip de mort induit per
queleritrina, d’entrada cal recordar que aquest es desencadena en abséncia dels hallmarks
apoptotics i, per tant, de forma contraria a 1’induit per estaurosporina. Per aquesta rad, resulta
interessant analitzar de forma comparativa les implicacions biologiques que poden tenir els fenotips
de mort provocats per aquests dos estimuls citotoxics.

Pel que fa a les implicacions biologiques relacionades amb la fragmentacioé de ’ADN, les
valoracions fetes anterioment ens permeten considerar que sembla preferible intentar induir la
maxima fragmentacio de I’ADN possible. En el cas d’estaurosporina, la degradacio6 de la cromatina
en els cossos apoptotics permetria afavorir la fagocitosi d’aquests i la desaparicio total de les restes
cel-lulars tumorals reduint el risc d’aparicid6 de processos inflamatoris. No obstant, caldria
considerar si I’ambient cel-lular tumoral es troba en un context d’activitat fagocitica i si el fenomen
HGT pot succeir. Es a dir, podriem descartar una fragmentacio apoptotica de I’ADN, ja fos perqué
aquesta es podria considerar com a no necessaria donada una activitat fagocitica minima en el
microambient tumoral a tractar, o bé, perque es detectés un alt risc del fenomen HGT amb, per tant,
possibles conseqiiéncies de contribucid a la transformacio neoplasica. En qualsevol dels casos, si
finalment es descartés la fragmentacié de I’ADN i s optés, per tant, per la induccié d’un fenotip de
mort semblant al de queleritrina, caldria també tenir en compte el desencadenament de processos
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immunogénics, donat que llavors s’estaria afavorint la preséncia de nucleosomes intactes. En
aquest punt doncs, caldria intentar induir una mort sense fragmentacidé de I’ADN, perd evitant
I’alliberament del material genétic a ’espai extracel-lular. En aquest sentit, cal remarcar que en el
cas de processos de mort com queleritrina caldria determinar si s’esta alliberant ADN a 1’espai
extracel-lular, per tal de poder acabar d’establir la conveniencia biologica sobre la induccié d’un
fenotip de mort d’aquest tipus.

Per altra banda, si tenim en compte que el fenotip de mort pot dependre d’una activacio
prematura de caspases, com és el cas de queleritrina, d’entrada cal considerar que aquesta no
sempre es correlaciona amb la induccid d’alts nivells de mort. Varis estudis descriuen aquest
fenomen com a un esdeveniment independent de I’apoptosi i amb una implicaci6 fisiologica, donat
que I’activacié anticipada de les caspases s’ha arribat a detectar en processos d’estimulacio de
limfocits T, cel-lules pancreatiques i plaquetes (Alam, Cohen et al. 1999; Rosado, Lopez et al.
2006). Des d’aquest punt de vista, I’estudi dels mecanismes implicats en 1’activacié prematura de
les caspases a través del procés de mort induit per queleritrina prén major rellevancia. Es a dir,
I’estudi d’aquests mecanismes pot contribuir en distingir quan els efectes biologics finals poden
estar lligats a una potent inducci6 de mort cel-lular o bé, poden tenir alguna implicaci6 fisiologica
que podria comprometre ’eficacia terapéutica de 1’agent citotoxic. Per altra banda, és important
remarcar que s’ha establert una relaci6 entre un determinat efecte biologic del microambient
tumoral tractat i I’activacio de caspases de processos de mort desencadenats per radioterapia. Varis
estudis demostren que I’activacio de les caspases efectores -3 i -7 en cel-lules tumorals que estan
morint per apoptosi, pot desencadenar mecanismes de senyalitzacid paracrina amb efectes de
repoblament cel-lular en cel-lules properes a aquestes (Huang, Li et al. 2011; Kim, Moretti et al.
2008). En conseqiieéncia, ’efecte final d’aquest procés es pot traduir amb una acceleracié de la
proliferacio cel-lular de les cél-lules tumorals veines a les apoptotiques, que han resistit a la
radioterapia. De forma més concreta, Huang i col-laboradors descriuen que en un model xenograft
de ratoli amb c¢l-lules derivades de cancer de mama MCF-7 expressores de caspasa-3, els tumors
creixen més rapidament i son significativament més resistents a la radioterapia que en el xenograft
amb cel-lules MCF-7 wt, les quals, de forma natural, sén deficients en caspasa-3 (Huang, Li et al.
2011). De la mateixa manera, els mateixos autors detecten que mostres cliniques procedents de
pacients amb cancer amb alts nivells d’activacid de caspasa-3 es correlacionen amb una reaparicio
del tumor i un temps de supervivéncia curt en els pacients. A més a més, ’estudi de Huang i
col-laboradors, relaciona aquest efecte paracri de 1’activacié de caspasa-3 amb la secrecio al medi
extracel-lular de la prostaglandina PGE2, la qual pot promoure el creixement cel-lular de les
cel-lules veines a través de la via de senyalitzacio de la B-catenina (Huang, Li et al. 2011;
Castellone, Teramoto et al. 2005). Tot i que aquest efecte biologic només s’ha analitzat en el
context radioterapic, si estiguéssim valorant la induccié d’un procés de mort tumoral amb un agent
citotoxic com queleritrina, hauriem de tenir present la possibilitat del desencadenament d’aquest
tipus d’esdeveniments paracrins, donada la capacitat d’induccié d’una forta activacié de caspases
per part de 1’alcaloide. Es a dir, malgrat existis una correlacid positiva entre un potent nivell de
mort i I’activacio de caspases de 1’agent quimioterapic, caldria analitzar abans de la realitzacié del
tractament, si aquest compost esta induint la secrecié d’algun mediador al medi extracel-lular com
PEG2 que pogués estar promovent el creixement de les cél-lules veines. La realitzaci6 d’aquest
analisi hauria de ser indispensable, ja que un tractament associat a aquests mecanismes tindria ’alt
risc d’induir un repoblament cel-lular en les cel-lules malignes que han sobreviscut al tractament
quimioterapic agreujant, en conseqiiéncia, els problemes de resisténcia quimioterapica. De fet, un
treball de Kim i col-laboradors mostra com en un model de xenograft de cancer de pulmo en ratoli,
la combinacio de radioterapia amb un nou inhibidor quimic de caspasa-3 (M867), redueix
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significativament el creixement i la vascularitzacio dels tumors en comparacié als seus controls
(Kim, Moretti et al. 2008). Per tant, si un fenotip de mort com el de queleritrina, depenent d’una
forta activacié de caspases, estigués desencadenant un efecte biologic d’aquest tipus, caldria
valorar el tractament d’un agent quimioterapic que prescindis de 1’activaci6 de caspases, perd que
fos igualment potent a nivell d’inducci6 de mort cel-lular tumoral.

Tenint en compte aquestes darreres dades, hem de considerar que 1’efecte biologic derivat
d’aquesta senyalitzaci6 paracrina trenca amb la concepcié classica d’associar una forta activacio de
caspasa-3 i -7 amb una bona resposta terapéutica del tumor. Queda encara per veure fins a quin
punt, en futurs estudis pre-clinics i clinics, 1’activacio d’aquestes caspases efectores pot accelerar la
repoblacio dels tumors i inclas, en quin grau poden arribar a esdevenir importants biomarcadors de
resisténcia a la terapia antitumoral. En aquest sentit, caldria analitzar 1’efecte d’aquest mecanisme
de senyalitzacio paracri en les quimioterapies actuals existents i explorar si es tracta d’un efecte
especific d’aquestes caspases efectores.Tot i aixi, sembla que la inhibicié d’aquest mecanisme €s
especialment rellevant en els tumors més quimioresistents.

Analitzades totes les possibles implicacions biologiques derivades tant del procés de mort
cel-lular manifestat per queleritrina, com de 1’induit per estaurosporina, d’entrada no es pot definir
un unic fenotip de mort com al més favorable a nivell biologic dins d’un context tumoral, donat que
s’han de tenir en compte multiples factors derivats d’aquest i, aleshores, establir quin tipus de mort
podria ser la més optima. En resum, tot plegat ens planteja que no solament resulta determinant
coneixer els mecanismes moleculars decisius en I’adquisicié d’un tipus de fenotip de mort o altre,
sindé que cal valorar 1’aplicacié d’aquests processos en el context tumoral i tenir en compte, no
solament les particularitats i principals caracteristiques cel-lulars del propi tumor, sind també les
condicions fisiologiques del microambient tumoral. El coneixement i analisi dels possibles efectes
biologics derivats d’un fenotip de mort podrien arribar a contribuir en 1’is de terapies que
provoquin la mort de la cel-lula tumoral més favorable per a cada cas clinic.
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CONCLUSIONS

Primera. Queleritrina provoca un procés de mort cel-lular homogeni caracteritzat per un fenotip
nuclear no apoptotic en diferents linies cel-lulars derivades de neuroblastoma huma.

Segona. La morfologia nuclear no apoptotica desencadenada per queleritrina no és induida per
altres BH3 mimétics.

Tercera. El fenotip nuclear induit per queleritrina no s’altera en funcidé de la concentracio
citotoxica emprada.

Quarta. Queleritrina provoca degradaciéo de I’ADN en fragments d’alt pes molecular, pero no en
fragments oligonucleosomals.

Cinquena. Queleritrina indueix 1’activacié de les caspases i I’alliberament de factors mitocondrials
pro-apoptogenics al citosol.

Sisena. El fenotip de mort no apoptotic provocat per queleritrina es manifesta de forma prematura i
depenent de I’activacid anticipada de les caspases, en un procés de mort cel-lular que s’executa

rapidament.

Setena. Un increment en els nivells d’expressié de Bcl-X; no evita la mort cel-lular induida per
queleritrina en les cel-lules SH-SYSY.

Vuitena. ICAD es processa correctament després del tractament amb queleritrina i 1’expressio
forcada d’ICAD-L no restableix la morfologia nuclear apoptotica.

Novena. L’expressio forcada de CAD no recupera el fenotip apoptotic després de tractar les
cel-lules amb queleritrina.

Desena. CAD no pateix cap procés de degradacio proteica i es localitza a la fraccid cromatinica en
les cél-lules tractades amb queleritrina.

Onzena. Queleritrina impedeix el fenotip apoptotic induit per estaurosporina malgrat CAD es trobi
a la fracci6é cromatinica.

Dotzena. Diferents agents d’unié a I’ADN inhibeixen 1’aparicio del fenotip apoptotic provocat per
estaurosporina, malgrat no alterin I’activacié de caspasa-3.

Tretzena. L’activacié prematura de les caspases es desencadena per compostos pertanyents a la
familia de les benzofenantridines amb propietats intercalants sobre I’ADN.

Catorzena. Diversos antioxidants tiolics i un inhibidor de la necroptosi eviten tant el procés de
mort cel-lular com ’activacio de caspases induida per queleritrina.

Quinzena. El procés de mort cel-lular desencadenat per queleritrina provoca estrés oxidatiu en un
elevat percentatge de cel-lules de forma prematura en el temps de tractament.
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Setzena. L’addicié de determinades concentracions de DTT (dithiothreitol) al medi de cultiu
permeten retardar 1’activacié de les caspases i recuperar el fenotip nuclear apoptotic, pero no la
degradacio oligonucleosomal de I’ADN, en el procés de mort induit per queleritrina.

Dissetena. La morfologia apoptotica induida per queleritrina en preséncia de determinades

concentracions de DTT al medi de cultiu es manifesta malgrat es mantinguin les propietats
intercalants de ’alcaloide sobre I’ ADN.
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