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Resumen
Las interacciones que se producen entre las pastede la familia Bcl-2 desempefian un papel
importante en la regulacion de la ruta intrinseedadapoptosis. A pesar de que todavia existeaciert
polémica respecto al mecanismo exacto medianteatlse regula la activacion de las proteinas pro-
apoptéticas multidominio Bax y Bak, se sabe quepageinas pro-apoptéticas “solo-BH3” son
esenciales en este proceso. Segun los resultattysdus en este trabajo, las proteinas Bim, PUMA y
Noxa son capaces de formar complejos tanto copréasinas anti-apoptéticas Bcl-2, Bcl-} Mcl-1
como con Bax/Bak en la mitocondria, aunque Bim yWRRALparecen unirse con mayor afinidad a las
proteinas anti-apoptéticas, particularmente a BahZntras que Noxa muestra una especificidad
similar por Bcl-2 y Bak. Ademas, el presente tralilmuestra que estas interacciones se modifican en
presencia de los nuevos miméticos BH3 A-115546343220477, inhibidores selectivos de Bal-X
Mcl-1, respectivamente. Por otra parte, tambiémasevaluado el potencial terapéutico de los miragtic
BH3 ABT-737, ABT-199, A-1155463 y A-1210477 comoeates unicos en la linea celular A549,
observandose un efecto pro-apoptético moderadbease de ABT-737, una eficacia minima de ABT-
199 y A-1210477 y una accion intermedia de A-113546 obstante, se observé un efecto sinérgico
al combinar A-1155463 con dos inhibidores de laiffanurora (barasertib y alisertib) y con dos
agentes anti-microtUbulos clasicos (vincristina ocataxel), todos ellos englobados dentro de la
categoria de farmacos antimitéticos; en cambio228%77 no mostraba sinergia al combinarse con
ninguno de estos compuestos. Ademas, se evaldierigial terapéutico de A-1155463 y A-1210477
en las lineas celulares de mieloma mdultiple RPMIG82J266 y MM.1S vy, de acuerdo con nuestros
resultados, el primer compuesto muestra un eféctdxico mayor en las células RPMI 8226 y MM. 1S,
mientras que las células U266 son mas sensibfegahdo.

Abstract
Interactions among proteins of the Bcl-2 familyypéan important role in the regulation of the ingim
apoptotic pathway. Despite current controversyndigg the exact mechanism that regulates activation
of pro-apoptotic multidomain proteins Bax and Bidkis known that pro-apoptotic “BH3-only” are
essential in this process. According to the reslitained in this work, Bim, PUMA and Noxa are able
to form complexes with both the anti-apoptotic pne$ Bcl-2, Bel-X and Mcl-1 and Bax/Bak in the
mitochondria, although Bim and PUMA seem to binthvliigher affinity to the anti-apoptotic proteins,
particularly to Bcl-2, whereas Noxa shows a sinmslaecificity for Bcl-2 and Bak. Moreover, this work
demonstrates that these interactions change iprésence of the new BH3 mimetics A-1155463 and
A-1210477, selective inhibitors of BclXand Mcl-1, respectively. On the other hand, therdpeutic
potential of ABT-737, ABT-199, A-1155463 and A-12IAY as single agents was also evaluated in
A549 cell line, with a moderate pro-apoptotic effeith ABT-737, a minimal efficacy of ABT-199 and
A-1210477 and an intermediate action of A-11554M&vertheless, a synergistic effect was observed
when combining A-1155463 with two Aurora family ibhors (barasertib and alisertib) and with two
classic anti-mitocrotubule agents (vincristine alutetaxel), all of which fall within the antimitoti
drugs category; in contrast, A-1210477 showed neegy when combining with any of these
compounds. In addition, the therapeutic potentigh-4155463 and A-1210477 was evaluated in the
multiple myeloma cell lines RPMI 8226, U266 and MI8.and, according to our results, the first
compound shows a greater cytotoxic effect in théIRB226 and MM.1S cells while U266 cells are
more sensitive to the second inhibitor.



1 Introduccion

La muerte celular es un proceso fisiologico quedpuener como objetivo la renovacion celular, mbie
puede ser el resultado de diferentes situacionestiés a las que se ven sometidas las célulag, com
pueden ser lesiones localizadas, distintas enfexdesdo la muerte del organismo del que forman
parté!!. Las células pueden morir de forma “accidentadinzlo se exponen a estimulos fisicos, quimicos
0 mecanicos intensos que inducen la pérdida aedgridad estructural de forma inmediata sin qte es
implicada ninguna maquinaria codificada genéticameAlternativamente, la muerte celular puede
considerarse un proceso “regulado” cuando inteevismmecanismo molecular especifico con el fin de
preservar la homeostasis celular. En este cagtgl¥encion de una maquinaria molecular codificada
genéticamente hace que la muerte celular tardecgtugirse y, por otra parte, permite actuar sobre
componentes clave de dicho mecanismo mediante ¢asmao manipulacion genéti8a
Independientemente del tipo de muerte celular,ossidera que una célula esta muerta cuando su
membrana plasmatica se ha permeabilizado de farmeisible o cuando la célula se ha fragmentado
completamente (incluido el nicleo), dando luganergos apoptoticEs.

En la actualidad se conoce la existencia de vaipos de muerte celular, siendo los principales la
apoptosis, la necrosis y la muerte con autofag®egun diversos estudios realizados durante kdpas
década, estos tres procesos podrian estar fremesntie regulados por vias de sefializacion analogas,
involucrarian organulos y sitios subcelulares coesye incluso compartirian moléculas iniciadoras y
efectorall.

Uno de los procesos biolégicos mas estudiados apdptosis (del griego antigu@rérrwoig, que
significa “desprenderse de algo”), descrita pompra vez en 1972 por Kerr, Wyllie y Currie para
referirse a un tipo de muerte celular en el querignen mecanismos bioquimicos dependientes de
energia y cuyas caracteristicas morfoldgicas difiete las observadas en la necrosis clasifala
apoptosis tiene un papel vital en procesos comenavacion celular, el desarrollo embrionario o el
desarrollo y el correcto funcionamiento del sistémaunitarid®. Ademas, el equilibrio entre apoptosis

y proliferacion celular, asociado también a la tagi@, es necesario para mantener la homeostasis
celular, tisular y del organisfid. Sin embargo, ademas de su importante papel ediconmes
fisiologicas, la apoptosis también desempefia ubar l@&sencial en la patogénesis de muchas
enfermedades. En el caso de trastornos como leneegivos, la apoptosis se produce de forma
desmesurada, mientras que en enfermedades codrcel ceste proceso tiene lugar de forma limitada,
lo que da lugar a células malignas que no son eape sucumbit.

Las células apoptoticas sufren importantes altengsi morfologicas y bioquimicas. Desde el punto de
vista morfolégico, las células reducen su volumehular, la cromatina se condensa, el nucleo se
fragmenta y se forman evaginaciones en la memiplasaatica que, finalmente, dan lugar a cuerpos
apoptoticos, los cuales son engullidos por fageattyacentes cuando este proceso tiene ingaro.

Por otra parte, los eventos bioguimicos mas retesasbservados incluyen la activacion de las caspas
y proteinas pro-apoptéticas pertenecientes a ldidaBtl-2, la ruptura oligonucleosomal del DNA, la
exposicion de la fosfatidilserina en la semicapgarea de la membrana plasmética, la permeabilimacio
de la membrana mitocondrial externa y la caidgdtncial transmembrana de las mitoconéftias



Por otro lado, lanecrosisse ha considerado tradicionalmente como un meuanite muerte celular
accidental desencadenado por agentes externos,l@niue se incluyen el dafio mecénico, toxinas o
infeccione8°. A nivel morfolégico, se observa un aumento ddum@n celular y del tamafio de
organulos como las mitocondrias y el reticulo ef@kpico, asi como la pérdida de la integridad de la
membrana plasmatica, favoreciendo la liberacioncdeltenido intracelular, mientras que, en gran
medida, el ntcleo permanece int&loAdemas, la necrosis no se suele relacionar cactilgacion de

las caspasas y, habitualmente, estimula una resgnflamatorié!. Sin embargo, en los Ultimos afios
se ha descrito una via de necrosis regulada, deadariecroptosis que puede ser inducidavivo por
excitotoxinas, alquilacion del DNA y la union deteteninados ligandos a sus respectivos receptores
mortale§?. Este tipo de muerte celular regulada es bastor®in en respuesta a lesiones fisicas,
aunqgue también interviene en situaciones patolégicao infecciones, isquemiay varias enfermedades
neurodegenerativés

Por su parte, lautofagia es un proceso catabodlico altamente conservadb gureeproteinas de vida
media larga y organulos intracelulares dafiados ispommen en vesiculas de doble membrana,
denominadas autofagosomas, que terminan fusionérdodisosomas para dar lugar a autolisosomas,
en los que el material capturado es degradadaferdk por la accion de hidrolasas acidas espegifica
Por lo tanto, cuando este proceso tiene lugarel basal en respuesta a sefiales de estrés metabdlic
como hipoxia, falta de nutrientes y disminuciorfatgores de crecimiento, se promueve la renovacion
de las moléculas y estructuras mencionadas, lprerciona energia y moléculas simples a lasaz|ul
para mantener el metabolismo celular, favoreciesii@l crecimiento y la supervivencia celulares. No
obstante, en determinadas circunstancias, un extesutofagia durante el desarrollo normal o la
activacion de la autofagia en algunas enfermedaaeden conducir a la muerte celiflar

Los mecanismos que conducen a la apoptosis celmutamuy complejos y sofisticados, y en cada uno
de ellos interviene una cascada de eventos motesutlependientes de energia. Hasta ahora se han
descrito varias vias apoptoticas, siendo las gratles lavia extrinseca o de receptores mortalgsla

via intrinseca o mitocondrial entre las que se establece una conexién y, ganto, las moléculas de
una de las vias pueden intervenir en lal%tisdo obstante, también se conocen dos rutas ajmastot
adicionales: la via de perforina/granzima, quesgedfica de linfocitos citotdxicos (CTL y NK) y la
apoptosis puede ser inducida por la granzima A grénzima B; y la via intrinseca del reticulo
endoplasmico, de la que todavia no se tiene mudbiariacion®. Pese a que cada ruta activa su propia
cascada de sefalizacion, las vias intrinsecansgté y aquella en la que interviene la granzima B
convergen en la activacion de una de las princigaieteinas ejecutoras de la apoptosis, la cagffasa
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Figura 1.1. Rutas de activacion de la apoptosis. Aias extrinseca e intrinseca y via de perforinaijraa B'Y;
B. Via perforina/granzima &!; C. Via intrinseca del reticulo endoplasnitéo

La via extrinseca (Fig. 1.1A) se inicia cuando aeilgados ligandos solubles de la familia del facior
necrosis tumoral (TNF) se unen a receptores espesibcalizados en la superficie celular, los esal
forman una estructura trimérica, se activan y traten la sefial apoptética al interior celular. Los
ligandos mejor caracterizados que estan implicadossta via son Fas/CD95 ligando (FasL/CD95L),
TRAIL y TNFa, que se unen a los receptores Fas/CD95, DR-4/PRISFR-1, respectivamenté.
Estos receptores contienen un “dominio mortal’méaematico conservado (DD) que recluta proteinas
que poseen este dominio, las cuales se unen @in@pte a la pro-caspasa 8, aunque también pueden
unirse a la pro-caspasa 10, dando lugar a la faémael complejo de sefializacién inductor de muerte
(DISC, “death-inducing signaling complex”), que wéla activacion de estas caspasas iniciaBbtés
Finalmente, estas caspasas en su forma activaleadas pro-caspasas efectoras 3, 6 y 7, que adopta
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su conformacion activa, provocando la degradaceinlar que tiene lugar en la fase final de la
apoptosig?l,

Por otra parte, la via intrinseca (Fig. 1.1A) puede desencadenada por diferentes estimulos
intracelulares, como son la hipoxia, el estrés atkid, la privacion de factores de crecimiento,
hormonas y citoquinas, dafio en el DNA, altas canaeiones de Ca citosdlico o infecciones virales
entre otros, que terminan induciendo la permeagién de la membrana mitocondrial externa, la
pérdida del potencial transmembrana mitocondrial fberacion de factores apoptogénicos al citosol
desde el espacio intermembrana de la mitocdhéitth Una de las moléculas liberadas es el citocromo
c, que se une a Apaf-1 (“apoptotic protease-adtigatactor 1”), iniciando asi la formacioén del
apoptosoma, un complejo multi-proteina fundamepaah el reclutamiento de la pro-caspasa 9 y su
posterior activacion. Una vez activada esta caspagadora, es capaz de activar la pro-caspaka 3,
cual promueve la ejecucion de la apoptti©tros factores liberados son HtrA2 (“high tempene
requirement protein A2”)/Omi y Smac/DIABLO (“seabnmitochondria-derived activator of
caspase’/“direct IAP-binding protein with low pl"jjue proteolizan o se unen a los inhibidores de
proteinas apoptéticas (IAP), respectivamente, l@agdo su actividad; y el factor inductor de la
apoptosis (AIF) y la endonucleasa G (EndoG), queéraesiocan al nucleo y llevan a cabo la
fragmentacion del DNA a gran escala a través daecanismo independiente de caspasas!

En cuanto a los linfocitos T citotoxicos (CTL), aue estos son capaces de actuar a traves de la via
apoptotica de receptores mortales, principalmergeigs a la interaccion de Fas ligando y el recepto
de Fas (FasL/Fas), este tipo de linfocitos y ladas “natural killer” (NK) disponen, ademas, devia

de perforina/granzima para hacer frente a célulm®tales e infectadas por virus. En primer lugzs, |
linfocitos secretan perforina, que forma porosdna@mbrana en las células diana y, posteriormente,
son liberadas dos serin-proteasas, la granzim#&aAysanzima B, que se localizan en el interiorate |
granulos citoplasmicos de las células efectorasigteoducen en las células diana a través dedasp
generados por la perforina. El mecanismo de indaade la apoptosis de ambas granzimas es diferente,
ya que la granzima A (Fig. 1.1B) actua por unaindiependiente de caspasas mediante la cual el DNA
termina degradandose, mientras que la granzimagB {LA) es capaz de activar las pro-caspasas 3y
10y, ademas, puede participar en la via mitocahdrprocesar Bid e inducir la liberacion del citamo

¢, amplificando asi la seiial de mu&tte

Mas recientemente se ha propuesto la existencinapueva via que llevaria a las células a la apispt

la via intrinseca del reticulo endoplasmico (Fid.C), la cual seria dependiente de la caspasa 12 e
independiente de la mitocondria. Cuando el reti@dsometido a formas de estrés como hipoxia,
radicales libres o la privacion de glucosa, lasginas se despliegan, la sintesis proteica seegdek
factor 2 asociado al receptor de TNF se disocia geo-caspasa 12, favoreciendo la activacion e es
cistein-proteada.

Un grupo de proteinas que desempefian un papehdeg@sencial en la via mitocondrial de la apoptosi
es el constituido por las proteinas de la familik2B ya que controlan la integridad de la membrana
mitocondrial externa e inducen o evitan la libedactde factores apoptogénicos desde el espacio
intermembrana mitocondri&t". Todos los miembros de esta familia poseen al meno de los 4

5



dominios de homologia Bcl-2 (BH) (BH1-BH4), cadaoude ellos constituido por un motive
helicoidal conservado, y muchos de ellos disporeeum segmento C-terminal hidrofébico que les
permite interaccionar con la membrana nucleart&ulo endopldsmico y la membrana mitocondrial
externd*18. Atendiendo a su funcion, es posible distingutreeproteinas anti- y pro-apoptéticas, y
estas Ultimas, a su vez, pueden clasificarse daipas pro-apoptoticas multidominio y pro-apoptiic
“solo-BH3"171,

La mayoria de las proteinas anti-apoptoéticas dgefastilia, entre las que se incluyen Bcl-2, BelyX
Bcl-w, contienen los cuatro dominios BH, a excepalé Mcl-1 y Bfl-1/A1, que carecen del dominio
N-terminal BH4*>°l Sin embargo, todas ellas adoptan una estructabailgr en la que 7 hélices
anfipaticas se disponen alrededor de una héliceatémdrofébica, dando lugar a la formacién de un
bolsillo hidrofébico entre los dominios BH1, BHZBH3 capaz de interaccionar con el dominio BH3
de las proteinas pro-apopto6tiésEn concreto, esta interaccion se produce fundeimeente en la
membrana mitocondrial externa, ya que esta es#dizacion habitual de las proteinas anti-apopastic
y, ademas, constituye el punto de anclaje para osuda los otros miembros de la familia durante la
apoptosi8®. Estas proteinas inhiben la apoptosis mediantmigun a las proteinas “solo-BH3" y a los
miembros pro-apoptéticos multidominio, inactivarap-2*]

Las proteinas pro-apoptoéticas multidominio, cuyosgipales representantes son Bax y Bak, poseen
tres de los dominios BH. En su estado inactivo adquieren una conformagion similar a la que
adoptan las proteinas anti-apoptoticas, mientr@sdywante la apoptosis experimentan importantes
cambios conformacionales que les permiten formewsgo asociarse con proteinas que los formen en
la membrana mitocondrial externa, induciendo agieleneabilizacion de la misma y la liberacion de
moléculas apoptogénicas, que terminan activandealgsasds!’ 2!

Por otra parte, las proteinas pro-apoptoticas “Béi8” como Bim, Noxa, PUMA, Bid, Bad y Bik entre
otras, actian como “sensores” del dafio celular gas&cterizan por contener Unicamente el dominio
BH3M™S, A diferencia de los miembros anteriores, estep@rde proteinas posee una estructura
intrinsecamente desordenada en condiciones fisial®g pero su dominio BH3 adopta una
conformacion de hélice anfipatica cuando interacciona con las proteimiisapoptoticad’?% No
obstante, Bid es una excepcion, ya que los residacsu dominio BH3 estan ocultos en su estado
inactivo, qguedando expuesto al generarse la fonmmaada activVé.

Las proteinas “solo-BH3” estan implicadas en leigwion de la via intrinseca de la apoptosis aldird

la activacion de Bax y Bak (Fig. 1.1); sin embargaolavia se desconoce el mecanismo por el cual se
regula dicha activacion. Tradicionalmente, se hrapyesto dos modelos para explicar las interacsione
que tienen lugar entre los miembros de esta familimodelo directo y el modelo de desplazamiéhto
Segun el modelo directo (Fig. 1.2A), Bax y Bak stivarian mediante su unién directa a determinadas
proteinas “solo-BH3”, que se clasifican en activadoo sensibilizador&Y. Asi, las activadoras
incluirian tBid, Bim y posiblemente PUMA, y estas @nirian tanto a las proteinas anti-apoptéticas
como a las pro-apoptoticas multidominio, mientnas lgs sensibilizadoras, donde se incluyen Bik, Bad
Noxa, Hrk, Bmfy Bnip3, interaccionarian con lastpinas anti-apoptoticas, liberando asi a las jrade
“solo-BH3” activadoras, que promoverian la permksdgion de la membrana mitocondrial
extern&®2, Por otra parte, en el modelo indirecto o de @desphiento (Fig. 1.2B), Bax y Bak serian
activos de forma constitutiva, por lo que estaifanbidos por las proteinas anti-apoptoticas para
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garantizar la supervivencia celular. Sin embardanieiarse la apoptosis, las proteinas “solo-BH3”
neutralizarian a las anti-apoptéticas, favorecieaglda liberacion de Bax y Bak y la permeabilidaci
de la membrana mitocondrial extelfAa.

A Direct activation B Displacement C Embedded together D Unified

BH3 BH3 BH3 BH3
s ) 8

@ -O-EA-

Figura 1.2. Modelos propuestos para la regulacionealla activacién de Bax y BakA. Modelo directo;B.
Modelo indirecto o de desplazamient;Modelo “embedded togethem. Modelo unificad&™.

Mas recientemente han surgido dos nuevos modelegydiacion, conocidos como modelo “embedded
together” y modelo unificado. A diferencia de losaiores, el modelo “embedded together” (Fig. }.2C
otorga un papel activo a la membrana mitoconduishque incorpora las principales caracteristicas de
los modelos anteriormente descritos. En concreds, proteinas “solo-BH3” sensibilizadoras
neutralizarian la doble funcion de las proteindisapoptoticas al interrumpir su union con las phoas
“solo-BH3" activadoras y las formas activadas dex BaBak, de manera que estas Ultimas podrian
oligomerizar e inducir la permeabilizacién de lanmbeana mitocondrial externa gracias a su interaccio
con las proteinas “solo-BH3” activadoras. Adematgsproteinas activadoras también serian capaces
de unirse a las proteinas anti-apoptoticas y premsw insercién en la membrana mitocondrial, aunque
estas no podrian unirse a las proteinas pro-apogedhultidominio, por lo que las proteinas actorad
actuarian como sensibilizaddfés Por Ultimo, el modelo unificado (Fig. 2D) se basael modelo
anterior y, ademas, tiene en cuenta la dinAmicaconiidrial. En este caso, las proteinas anti-apopsot
actuarian de dos formas distintas: bloqueando rateinas “solo-BH3” activadoras (modo 1) y
uniéndose a Bax y Bak activados (modo 2). Sin egthaaunque ambos procesos tendrian lugar de
forma simultanea en la célula, la inhibicion deyptosis a través del modo 1 seria menos eficiente
para este modelo y, por lo tanto, a las proteisato“BH3"” sensibilizadoras les resultaria mas facil
evitar la inhibicion de la apoptosis a través da ef. A pesar de que ambos modelos tienen ettecuen
el papel de la mitocondria en las interaccionessyproteinas anti-apoptéticas llevan a cabo unke dob
funcién en los dos escenarios, la diferencia esllos reside en que, en el modelo “embedded togethe
las interacciones entre las proteinas de la fanBii&2 estarian determinadas por equilibrios
competitivos, mientras que el modelo unificadoasdontemplarf&.

El hecho de que las proteinas “solo-BH3” puedaruseiactor decisivo en la via mitocondrial de la

apoptosis ha favorecido la aparicidon de una nupwaxanacion para el desarrollo de nuevas terapias
antitumorales basada en la reproduccién de la idatlv pro-apoptdtica de estas proteinas.
Concretamente, se han desarrollado compuestosiavgate pequefio tamafio que pretenden imitar los



dominios BH3 de dichas proteinas, conocidos comméticos BH3 ya que son capaces de unirse de
forma especifica al bolsillo hidrofébico de lasteinas anti-apoptéticas de la familia Bcl-2, aatila
asi la apoptosis de forma directa en las céluasitale§>"]

Hasta ahora, son varios los miméticos BH3 desadod, pero uno de los mejor caracterizados y sobre
el que se han realizado numerosos ensayos cliegcddBT-737 (ver estructura en Anexd'?l) Esta
molécula, desarrollada por la farmacéutica estadenrse Abbot Laboratories, se une con gran afinidad
a Bcl-2, Bcl-X y Bel-w (Ki < 1 nM) pero débilmente a Mcl-1 y Bfl-1/A1 (Ki > 1M), y actia como
mimético funcional del dominio BH3 de la proteinsotb-BH3” Bad!®*. En concreto, ABT-737
sustituye a las proteinas “solo-BH3” propias decklslas, que de esta manera pueden unirse a icl-1
Al, e incluso algunas de ellas interaccionan cox/BBk, desencadenando la muerte de las células
tumorales por un mecanismo dependiente de la VBaekBaKk!"l. Este compuesto es toxico para varias
lineas celulares, ya que muestra una fuerte aativiicente a varias lineas procedentes de leucgmias
linfomas y frente a células primarias obtenidapalgentes; ademas, si se combina con otros farmacos
antitumorales, muestra un efecto sinérgico ennirgf®, leucemias y tumores solidos, ya que potencia
su efecto citotdxidé 16, Asimismo, se ha visto que es capaz de induciptstosis de forma selectiva

en células de mieloma multiple, sin afectar a &slas normales, y que muestra actividad como agent
Unico en xenoinjertos de leucemia linfoblasticaczffl. Sin embargo, pese a todas estas caracteristicas,
su utilizacion en clinica es limitada debido a sdanbiodisponibilidad y a su baja solubilidad erdioe
acuoso. Por ello, se ha desarrollado ABT-263 (dtoelax), un analogo de ABT-737 que mantiene la
selectividad por las mismas dianas y la eficaciguamoral, el cual presenta la ventaja de poder
administrarse por via oral y que actualmente seesmia en fases | y Il de ensayos clinfébs

No obstante, ambos compuestos afectan a las cahiamles, ya que inducen trombocitopenia debido
a que las plaquetas dependen de BclpXra sobrevivit®. Esto ha provocado la aparicion de otro
mimético BH3 derivado de ABT-263, ABT-199 (o0 ver®&x), que es altamente especifico para Bcl-2
(Ki < 0,01 nM), mientras que muestra una baja dédi por Bcl-X y Bcl-w. Segun los modelos
preclinicos, este compuesto presenta una eficamiisa los farmacos anteriores para promover la
muerte de células tumorales dependientes de Bel@ mo induce trombocitopenia. Actualmente, se
estan llevando a cabo multitud de ensayos cliréonosvenetoclax en distintos tipos de cancer, como
leucemia mieloide aguda, mieloma mudltiple y linformaHodgkin entre otros, algunos de los cuales se
encuentran en fases de estudio muy avanzadas. Ad&m#&-199 se convirtié en 2016 en el primer
mimético BH3 en ser aprobado por la FDA (“Food dwlg Administration”, EE.UU.) para el
tratamiento de pacientes con leucemia linfocitidgica que porten la delecion pl7 y que hayan
recibido previamente una terapia antitumoral confmimmo™*®l.

Por otra parte, algunos miméticos BH3 desarrolladoentemente son WEHI-539, que muestra una
alta especificidad por BcliX al igual que A-1155463, aunque este Ultimo corsfmudene un efecto
considerablemente mas potente en lineas celulapendientes de BclXEn concreto, la afinidad de
A-1155463 por Bcl-X esta en el rango picomolar (Ki < 0,01 nM), miestyae su afinidad por Bcl-2,
Bcl-w y Mcl-1 es mas baja (Ki = 80 nM; Ki = 19 nMj = 440 nM, respectivamente). Este farmaco se
ha ensayado en ratones, en los que provocaba embdcitopenia reversible, y en xenoinjertos
procedentes de la linea H146 (cancer de pulmoé@ldias pequeiias), inhibiendo el crecimiento tumoral
de los xenoinjertos tras administrar varias dgsi$or otra parte, existen algunos compuestos poco
potentes contra Mcl-1 que solo se utilizan en ewsay vitro, pero todavia no se han conseguido
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inhibidores de esta proteina que sean efectivadieica, a pesar de que esta esta sobreexpresada en
varios canceres, entre los que se incluye la leiacemeloide aguda, distintos tipos de linfomas, el
mieloma multiple y determinados cédnceres de manw.obktante, en los Ultimos afios se han
desarrollado algunos inhibidores selectivos y demmia variable, como son S63845/ A-121047 75!,
Mientras que S63845 es un inhibidor muy potentéMdel (Ki = 1,2 nM), A-1210477 tiene una
afinidad por Mcl-1 aproximadamente 20 veces meademas, la potencia mostrada por este inhibidor
en la linea celular de mieloma mdultiple H929 eedddor de 1000 veces menor que la que muestra
S63845. Esta diferencia de potencia puede debdasmenor afinidad que tiene A-1210477 por Mcl-1
en comparacion con el otro inhibidor, y a que estapuesto se une a las proteinas séricas, limitando
asi su biodisponibilidad. Por otra parte, el patdnerapéutico de S63845 se extiende a diversos
modelos de tumores sélidos, ya sea actuando coemteaginico o combinado con inhibidores de
quinasas oncogénid#é

Actualmente, existen muchos ensayos clinicos engles se estd estudiando la combinacion de
diferentes miméticos BH3 con otros compuestos aquerapicos convencionales en diversos tipos de
cancer, por lo que esta aproximacion podria coreisie una estrategia antitumoral interesthte

Las interacciones que se producen a nivel moleadastituyen un mecanismo esencial para la
integracion y la transferencia de informaciéon endélula&®. Concretamente, las interacciones que se
establecen entre proteinas conforman una red mafepue coordina las funciones celulares, por B qu
dichas interacciones se han convertido en el objioestudio de una nueva disciplina, la
interactomic&%-28. En concreto, en el caso de las proteinas derldidaBcl-2, las interacciones que se
establecen entre ellas son clave en la regulacdla @poptosi¥!, como se ha visto en el apartado
anterior. Debido a la valiosa informacién que pueglgortar estas interacciones acerca de la regalaci
de muchos procesos biologicos, entre ellos la agaptse han desarrollado multitud de métodos que
permiten estudiarlas, ya sea de forma directacékrias vivas y organismos modéié®. La mayoria

de las técnicas que permiten detectar estas interes de manera directa, como son los ensayos de
precipitacion por afinidad y de co-purificacionggisan la extraccion de las proteinas de su entorno
nativo; sin embargo, la visualizacién de las irgei@nes en células vivas puede realizarse directime
sin apenas alterar el entorno natural en el qpecskiceR’.

Existen varias estrategias para visualizar lagantgones entre proteinas en células vivas, aulague
mas comunes son la transferencia de energia dearesa de Foster (FRET), basada en la transferencia
de energia de excitacion entre dos fluoréforossguencuentran proximos en el espacio y que poseen
orientaciones relativas permisivas, y la técnida@®(“Bimolecular Fluorescence Complementation”),
que ha ganado popularidad en los Gltimos afiodgymetodologia en la que se basa este tréBajo

La técnica BiFC esta basada en la complementastomctural entre los fragmentos N- y C-terminales
no fluorescentes de una proteina fluorescente, wadae los cuales se encuentra fusionado a una de
las proteinas de estudio. Si estas proteinas atiersn, ambos fragmentos se aproximan dando lugar
a la formacion de la proteina fluorescente intééig. 1.3%%°. Para que se reconstituya esta proteina, es
necesario que los fragmentos dispongan de la flielitd dindmica suficiente que les permita moverse
de forma independiente, por lo que las proteinasteeés y los fragmentos suelen estar unidos mezlia
conectored’). En la actualidad, existe una gran variedad deefras fluorescentes con propiedades



fisico-quimicas y espectrales diferentes; sin egasolo algunas de ellas son utiles para los essay
de complementacion de la fluoresceRdiaDe todas ellas, Venus es la proteina mas ampiieme
utilizada, ya que es la proteina fluorescente mélariie que se ha identificado y los fragmentos fgu
constituyen generan la mayor intensidad de fluemsa observada al producirse la
complementacid#fl. Ademas, se ha visto que la fluorescencia de famditida por esta proteina es
muy baja en comparacion con el resto de las corvioines realizad&$.

Figura 1.3. Representacion esquematica de los comeps
BiFCE7],

Un aspecto importante en este tipo de ensayos iedgooracion de los controles adecuados. En
concreto, se utilizan tres controles: uno negatijue permite determinar si la interaccion a estuga
especifica; uno positivo para confirmar que se pwdgtectar una interaccion conocida; y un control
interno con el fin de normalizar las diferenciadaneficiencias de transfeccion, asi como loslesve
de expresion en células individudté®’. El control negativo ideal consiste en la intrazin de una
mutacion o la delecion de una pequefia region siedarficie de interaccion de una de las dos prasein
de estudio, mientras que el control positivo lostibmye una proteina de fusion cuya interaccién es
conocid&"?°. Por otra parte, se utiliza como control interna proteina fluorescente completa cuyas
caracteristicas espectrales difieran de las qobs#rvan en la complementadi®n

Esta técnica permite la visualizacion de interawesproteicas tanto débiles como transitoriasatkest

de forma simple y directa, sin la necesidad de grosa conocimiento estructural previo sobre la
interaccion de las proteinas de estdtifid. Ademas, es la técnica mas utilizada para detemiin
localizacién subcelular en la que se producen digftaracciones, lo que proporciona informacioneob
las funciones biolégicas de los complejos formadde la regulacion de su localizadi8i?. Por otra
parte, se pueden realizar analisis cualitativosigel de expresion de las proteinas de fusionrgeias
mediante ensayos de Western Blot, y de la locafimasubcelular de las interacciones a través de
microscopia invertida de fluorescencia o de miasp& confocal de barrido laser; no obstante, tambié
es posible realizar un andlisis cuantitativo wilido citometria de flujg—=°!

Sin embargo, este método también presenta algimiaciones. Una de ellas es que los fluoréforos
necesitan un tiempo de maduracioén, por lo que mosible detectar cambios rapidos o a tiempo real
en las interaccionB8. Por otra parte, la mayoria de los fragmentosdéana asociarse de forma
espontdnea independientemente de la interaccidnegista entre las proteinas a las que estan
fusionado&®32, Esto, unido a la formacion de complejos irrevsesi, hace que los falsos positivos se
acumulen con el tiempd. Ademas, esta complementacién irreversible ndlitcél estudio de
interacciones dinamicas aunque supone una graajaqydra el estudio de interacciones transitorias o
débile&9l.
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En condiciones fisioldgicas existe un equilibridrerda division y la muerte celular; sin embargstae
situacion de estabilidad se pierde durante el dskardel cancé?. Una de las causas de este
desequilibrio es la mayor tasa de proliferacion ppesentan las células tumorales en comparacion con
las células normales, por lo que algunos de Idantiantos actuales se basan en el uso de farmacos
antimitotico$™!.,

Un evento de especial relevancia durante la miessia reorganizacion de los microtibulos, ya gue s
encarga de la reorganizacion de los centrosomasayabrrecta distribucién de las crométidas heaman
en las células hij&8. Actualmente, existen varias familias de compugegte inhiben la dinamica de
los microtubulos y activan el punto de control @enitosis (SAC, “Spindle Assembly Checkpoint”), el
cual bloquea el paso de la metafase a la af#ffa&sto hace que las células entren en un estado de
detencion prolongado, denominado “arresto mitéti@inque pueden escapar de él a través de un
proceso conocido como “deslizamiento mit6tico” mgiés, “mitotic slippage”), que puede ir seguido
de la muerte celular, la entrada a un estado dessencia o el inicio de un nuevo ciclo de divigite
conduce a un estado de poliploidia (endorredupioacDos familias de este tipo de compuestos, los
alcaloides de la vinca y los taxanos, se clasifoamo agentes anti-microtibulos (MTA) clasicos e
interaccionan con la misma dianaflubulina. Sin embargo, los efectos que provocandderentes:

los alcaloides de la vinca, entre los que se irchigicristina (ver estructura en Anexo 1), impiden
polimerizacion de los microtibulos, mientras quetes como docetaxel (ver estructura en Anexo 1)
estabilizan los microtibulos preexistentes, prevido asi la formacion del huso mitético. A pesar de
gue ambas clases de farmacos se utilizan hoy eenddatratamiento de varios tipos de tumoresgentr
ellos el cancer de mama, de pulmon, el linfoma pddgHin y la leucemia aguda, su eficacia como
agentes Unicos es limitada y, ademas, provocanrtenges efectos secundarios, como neurotoxicidad
y neutropenia. Por lo tanto, estas limitaciones famrecido la busqueda de nuevos farmacos
especificos de la mitosis méas potentes y cuyosasfesecundarios sean minimos. Asi, en los ultimos
afios se han desarrollado diversos inhibidores ignert como dianas las proteinas motoras de los
microtlbulos y distintas quinasas especificas deitiasis (Fig. 1.45%.
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Una pequefia familia de serin/treonin quinasas gquexpresan durante la division celular y que
intervienen en el control de dicho proceso esHalia Aurora, compuesta por tres isoformas en aélul
de mamifero (Aurora A, B y C), que difieren endadlizacion subcelular en la que se encuentran y en
las funciones que llevan a c& En concreto, Aurora quinasa A controla la entradanitosis, la
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maduracion de los centrosomas y su separacionnselnélaje del huso mitético y el correcto
alineamiento cromosomico en la metafase, mienwasAgirora quinasa B es el componente catalitico
del CPC (“chromosomal passenger complex”), el muatviene en la fosforilacion de la histona H3, la
segregacioén cromosomica y la citocin€&i&l Por lo tanto, al tratarse de proteinas con furesalave

en la division celular, su desregulacién tiene irtgoies consecuencias intracelulares, lo que las
convierte en dianas interesantes para el desadelluevos farmacos antimitéti€ds Dos ejemplos

de este tipo de compuestos son alisertib y baitasgr estructuras en Anexo 1), los cuales se
encuentran actualmente en distintas fases de enshgimo$®. En concreto, alisertib es un inhibidor
de segunda generacion potente y selectivo de Adrapae puede administrarse por via 6falEste
inhibidor induce la formacion defectuosa del husttico y aumenta las alteraciones en la alineacion
cromosomicé®. Ademas, actla sobre una gran diversidad de tsmooeo el cancer de mama, de
pancreas y la leucemia entre otros, induciendatada del ciclo celular en la fase G2/M, poliplajdi
aneuploidia, catastrofe mitética y la muerte celalaravés de la via apoptética mitocondifialNo
obstante, se han observado varios efectos adversa® anemia, alopecia y varios trastornos
intestinales, aunque el efecto secundario mas dreemente detectado es la neutrop&hid@or su
parte, barasertib es un inhibidor altamente potgstdectivo de Aurora B (Ki = 1 nM) en comparacion
con Aurora A (Ki = 1,4 uM), aunque también muesima alta especificidad por otras 50 quing%#%

In vitro, esta molécula induce la desalineaciéon cromosomiazhibe la citocinesis en las células
tumorales, permitiendo, sin embargo, la endorredagbn, que da lugar a células gigantes
multinucleadas con una dotacién cromosomica supgda. Por lo tanto, todo esto afecta a la vidadi
celular y promueve la apoptddis®. Por otro lado, en las primeras fases de ensajmisos en
pacientes con leucemia mieloide aguda, se ha daemespuesta en el 19-25 % de los pacientes al
utilizar barasertib como agente Unico; sin embasga@plicacién en tumores soélidos no parece etectiv
debido a la aparicion de neutropéiiia

2 Hipdtesis y objetivos

Las interacciones que se establecen entre lasimastée la familia Bcl-2 constituyen un elemento
esencial en la regulacion de la via intrinsecaadepbptosié®’. Mas concretamente, intervienen en la
regulacion de la activacion de las proteinas B&ak, capaces de oligomerizar y permeabilizar la
membrana mitocondrial externa, liberandose asntiist factores apoptogénicos que desencadenan la
activacion de las caspa8&$?. Hasta la fecha, se han descrito cuatro mode&igigis que podrian
explicar el mecanismo de regulacion de la activadé las proteinas pro-apoptéticas multidominio,
proponiendo cada uno de ellos diferentes interaesicentre los miembros de esta faitliaNo
obstante, a pesar de los diferentes estudios querseealizado, todavia no se ha esclarecido el
mecanismo concreto por el que se regula dichaamifin, asi como el papel de los miembros pro-
apoptoticos “solo-BH3” en este proceso como activesly/o sensibilizadorés??.

Por otra parte, el continuo desarrollo de compsesto potencial antitumoral basados en la imitacion
del dominio BH3 de las proteinas “solo-BH3” ha segio una nueva linea de investigacion en el
tratamiento del cancer, ya que estas moléculasepui@ducir la muerte por apoptosis en las células
tumorales uniéndose especificamente al bolsilloofddico de las proteinas anti-apoptoti€a¥’l. No
obstante, el estudio con otros compuestos, coméatazacos antimitoticos, no se ha abandonado, e
incluso se ha comenzado a evaluar el potencigbdatizo de la combinacién de ambos tipos de
compuestd$, una estrategia que ha arrojado resultados prdoreteen el tratamiento antitumoral.
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Todo esto ha hecho que el grupo “Apoptosis, Inmachig Cancer” se haya adentrado en los ultimos
afios en estudio de estas interacciones en céhtlastds mediante la técnica BiFC (“Bimolecular
Fluorescence Complementation”), utilizando proteide fusién compuestas por las proteinas de la
familia Bcl-2 y los fragmentos N- y C- terminales fluorescentes de la proteina fluorescente Venus,
en las que se modificaba la localizacién de esw@gfentos para determinar la configuracion que
permitiera detectar una mayor interaccion entr@tageinas de estudio. Los resultados que obtuviero
en varios trabajos demuestran la interaccion dirdetlas proteinas anti-apoptoticas con las paxgein
“solo-BH3", asi como la interaccion de ambas cor BBak, sugiriendo que las proteinas “solo-BH3”
pueden actuar como activadoras y sensibilizadgi@se su activacion se produce a través de un model
gue auna las principales caracteristicas de loelmedirecto y de desplazamiento, como pueden ser e
modelo “embedded together” o el modelo unificado.

Dada la trascendencia de estas interaccionesvéa #gpoptotica mitocondrial, en uno de estos estudi
se evalud el efecto que tenian sobre ellas los titios¢BH3 ABT-737 (inhibidor de Bcl-2, BcliXy
Bcl-w) y ABT-199 (inhibidor especifico de Bcl-2)bservandose una menor interaccién entre las
proteinas “solo-BH3" y las dianas de cada compusstepto en el caso de PUMA, asi como una mayor
afinidad de los miembros anti-apoptéticos por BaxBak, lo que indicaria que estas ultimas
interacciones se producen a través de una sugeafieirnativa al bolsillo hidrofébico de las protes
anti-apoptaoticas.

Por otra parte, en trabajos de este mismo gruplsaseensayado varios farmacos antimitéticos y
miméticos BH3 sobre distintas lineas celulares;lates han mostrado una eficacia variable endanci
de la diana farmacoldgica y de la linea celulanmsno, también se han realizado combinaciones con
compuestos de ambas familias que, en algunos éadasjan un efecto sinérgico.

Asi pues, teniendo en cuenta todo esto, son Masdspotesis que se plantean en este trabajarfRor
parte, las proteinas “solo-BH3” actuarian como vadibras y sensibilizadoras al evaluar sus
interacciones con demas miembros de la familiajey gn presencia de los nuevos miméticos BH3 A-
1155463 (inhibidor selectivo de BcelXy A-1210477 (inhibidor especifico de Mcl-1), iateracciones

de los miembros “solo-BH3” con las proteinas aptgdticas se interrumpirian, mientras que se
potenciarian las interacciones con Bax/Bak. Adear@bos compuestos ejercerian un efecto citotdxico
en aguellas células que sobreexpresaran Bd-Kicl-1. Asimismo, las células A549 mostrarian una
sensibilidad variable a ABT-737 y ABT-199. Finalrtesia combinacién de los nuevos miméticos BH3
con los farmacos antimitoticos barasertib (inhibid® Aurora quinasa B), alisertib (inhibidor de A&
quinasa A), vincristina (alcaloide de la vinca)ocdtaxel (taxano) induciria sinergia.

De esta forma, se pretenden estudiar, por una festiateracciones que se establecen entre l&spas

de la familia Bcl-2 en presencia y en ausenci@ageriméticos BH3 A-1155463 y A-1210477. Por otro
lado, se busca evaluar el potencial terapéutichBIe 737, ABT-199 y de los nuevos miméticos BH3,
asi como de la combinacion de estos Ultimos coffélmsacos antimitéticos sefialados anteriormente.
Para ello, los objetivos propuestos son los sigegen

1. Construir vectores pBiFC para las proteinas prg#iicas “solo-BH3” Bim, PUMA y Noxa
fusionadas en su extremo amino a los fragmentos WNC- de Venus y estudiar las
interacciones que establecen el resto de las pasteie la familia Bcl-2 mediante la técnica
BiFC.
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2. Analizar el efecto de los nuevos miméticos BH3 A8463 y A-1210477 sobre estas
interacciones mediante la misma técnica en celghs.

3. Evaluar el efecto citotoxico de los miméticos BH3LA55463 y A-1210477 en las lineas
celulares de mieloma mdultiple RPMI 8226, U266 y MB, y en el caso de las células A549,
también el de ABT-737 y ABT-199.

4. Estudio del potencial terapéutico derivado de lalnoacién de A-1155463 y A-1210477 con
barasertib, alisertib, vincristina y docetaxel fimea celular A549.

3 Materiales y métodos

En este trabajo se han utilizado varias lineadarelst Por un lado, las célulak66, RPMI 8226
(cedidas por Martine Amiot; CRCINA, Nantes)MM.1S (cedidas por Atanasio Pandiella; CIC,
Universidad de Salamanca) proceden de sangre niEifge pacientes con mieloma multiple. Todas
ellas son linfocitos B que producen y secretanrdisg tipos de inmunoglobulinas, concretamente IgE
y la cadena ligera lambda de las inmunologlobul{sétulas U266), la cadena ligera lambda (células
RPMI 8226) e inmunoglobulinas del isotipo IgA-lamfz&lulas MM.1S). Puesto que todas ellas son
células procedentes del torrente sanguineo, estaerncen suspension, aunque las células MM.1S
también pueden formar una ligera monocapa solsuesaiaté®*8l, Por otra parte, se utilizaron las lineas
celularesA549 y Hela. La linea A549 procede de un adenocarcinoma dedulhumano y fue
establecida en 1972 por D. J. Giard y otros arpdetiexplantes de tejido carcinomatoso pulmonar de
un pacienté’l. Por su parte, las células HelLa proceden de umadecinoma de cuello de Gtero de una
mujer afroamericana. Esta linea celular fue estatdesn 1952, por lo que constituye la primeradine
celular tumoral continua de origen humano y, adessgana de las lineas mas utilizadas en labavatori
de cultivos celularés!. Tanto las células A549 como las células HelLaetieima morfologia de tipo
epitelial y son células adherentes que crecen emoapa.

El cultivo de las células en suspension se realizinedio RPMI 1640 completo (en inglés, “Roswell
Park Memorial Institute”) y el de las células adinites en medio DMEM completo (en inglés,
“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium”). Estos mediosnsistian en medio RPMI 1640 o DMEM
comercial, suplementados en ambos casos con setobbvino Sigma-Aldrichh al 10 % (v/v),
GlutaMAX™ (Gibco) y antibiéticos (penicilina 100 U/ml y estreptoiniz 100 pg/miSigma-Aldrich.

La manipulacion de las lineas celulares se realizéondiciones de esterilidad en campana de flujo
laminar vertical Telstar Bio-1I-A/B, y los cultivos se mantenian en un incubador dstaiizado
(Heraeus Heracell 150thermq a 37 °C, con un 5 % de G@aire saturado de humedad. Se realizaron
subcultivos de forma periédica en frascos de auitie 25 crh (volumen final de 5 ml) o de 75 ém
(volumen final de 10 ml). En el caso de las célaldiserentes (A549 y Hela), la densidad celulaaen |
fase de confluencia era aproximadamente 8edlQlas/cr, mientras que para las células en suspensién
(RPMI 8226, U266 y MM.1S), esta densidad era deeegt10y 1¢ células/ml.

En cuanto al establecimiento de subcultivos, digmalo varia en funcion de las caracteristicasadia c
linea celular. En el caso de las células adhereestas se trataron con 1,5 ml (frasco de 25§ om
2,5 ml (frasco de 75 cihde una preparacién comercial de tripsi@&¢g Anexo 2) y se mantuvieron
de 5 a 15 minutos en el incubador termostatizaakad este tiempo, se afiadié medio DMEM completo

14



para neutralizar la accion de la tripsina, se datey la cantidad de células totales en cada culéso
como su viabilidad (segun se indica en el siguiapi@tado), y se iniciaron nuevos subcultivos con
2-1C o 5-10 células totales en funcién del tamario del frascoudtivo y del tiempo previsto hasta el
siguiente pase. Por su parte, el mantenimiento ade cBlulas en suspension solo requeria la
determinacion de la densidad y la viabilidad cekday la iniciacion de nuevos subcultivos con
310 células/ml.

La densidad y la viabilidad de los cultivos se datearon mediante el recuento con azul Trypan
siempre que se realizaban subcultivos o se inic@alzquier experimento. Este colorante puede
introducirse en aquellas células cuya membranandiisa esta dafiada, de manera que estas se observan
azules al microscopio optico. En cada recuentoeszelaron 50 pl de la suspension celular con el mism
volumen de azul Trypan (Anexo 2), se dispuso pdetesolumen final de la mezcla en una camara de
Neubauer (o hemocitdémetro) y se llevo al microscdgtico para realizar el recuento.

La densidad celular se calculé mediante la sigaierpresion:

n? células viables X factor de diluciéon x 10*

Densidad celular =
n® de cuadrantes contados

Donde 106 es el factor de correccion del volumen del hemaudtro.

Tras la tripsinizacion y la determinacion de lasiéad y viabilidad, las células A549 (5,5¢ t@lulas
totales) se centrifugaron a 330xg durante 5 minswdesecho el sobrenadante y el pellet se raxliépe
en 800 pl de medio DMEM completo con DMSO al 10c#ofrotector cuyo objetivo es minimizar el
dafio celular durante la congelacion). El volumertrasvas6 a un vial de congelacion y se llevo
rapidamente al congelador de -80 °C. Finalmensadses 24 horas, el vial se introdujo en un contaned
de nitrogeno liquido (-196 °C), donde permanecgichau utilizacion.

Para descongelar las células, el vial se recogignancaja con hielo y se preparé un tubo de fondo
cbnico con 10 ml de medio DMEM completo, a parél cual se tomaron pequefios volimenes gque se
afadieron lentamente al criotubo hasta descongelaontenido para diluir el DMSO. La suspension
celular se centrifug6 a 110xg durante 5 minutoglisgné el sobrenadante, el pellet se resuspesmio
10 ml de medio completo y se inicié un nuevo coltan un frasco de cultivo de 75 coon todo el
volumen de la nueva suspension celular.

En trabajos anteriores del laboratorio “Apoptodignunidad y Cancer”, se han estudiado las
interacciones entre las proteinas de la familiaZBéf*5! En dichos trabajos, las construcciones pBiFC
fueron disefiadas de tal forma que la proteinasiérilgenerada tuviera el fragmento amino o carboxil
de la proteina fluorescente verde Venus (Venus-\BN1Venus-VC155, respectivamente) fusionado al
extremo carboxilo de la proteina de la familia Bde interés (A-VN/VC). No obstante, los resultados
obtenidos indicaban que la fusion de los fragmetogenus en el extremo carboxilo de algunas de las
proteinas de la familia Bcl-2 podia afectar a saliaacion subcelul&t5Y. De este modo, uno de los
objetivos del presente trabajo ha sido evaluanflagncia de la configuracion de las fusiones usada
para BiFC en las interacciones entre las protéBwe-BH3” y el resto de las proteinas de la famili
Para ello, se han obtenido y evaluado los vectiB&3C que dan lugar a las fusiones de los fragnsento
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de Venus en el extremo amino de las proteinaspgwptéticas “solo-BH3” Bim, PUMA y Noxa y de
las proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 y Mcl-1 (Fdl).

EcoRlI Clal Bglil
EcoRl Nhel Kpnl

VN A NEN— B

Linker Linker

Figura 3.1. Representacion esquematica de las préas de fusidn generadas para los estudios de BiEEGn
los fragmentos de Venus-VN173 y Venus-VC155 fusiotas al extremo amino de las proteinas de estudio A
y B. A: Bim, PUMA y Noxa; B: Bcl-2, Mcl-1, Bim, PUMA Woxa.

En general, el clonaje del cDNA de estas protetnasta de dos fases principales. En primer lugar, s

construyeron los vectores pBIiFC, en los que lasiesetas codificantes para estas proteinas se
localizaban justo detras del cDNA de los fragmeldd 73 y VC155 de la proteina fluorescente Venus,

y una vez obtenidos, se utilizaron para transforipaateriasE. coli competentes, capaces de generar

grandes cantidades de los vectores de interés.

Los plasmidos pBiFC de interés se generaron utitiaacomo molde otros vectores construidos en
trabajos previos, los cuales poseian la secuendificante para el fragmento amino o carboxiloale |
proteina fluorescente Venus fusionada en el extramiaoo al cDNA que codifica para la proteina en
cuestioff-5Y, En concreto, los vectores pBiFC VN-A contieneadauencia de cDNA codificante para
los 173 primeros aminoéacidos de la proteina Vemientras que los vectores pBiFC VC-A poseen la
secuencia que codifica desde el aminoacido 15% ldinal de la proteina. A continuacion, estas
construcciones incorporan una secuencia espaciadtinker”, que varia en funcion del tipo de vacto

y aporta flexibilidad, favoreciendo el correctogadeniento de los dos fragmentos que constituyen la
proteina de fusion. En particular, la secuencia@apora en los plasmidos pBiFC VN-A se corresponde
con la de los amino&cidos RSIAT, mientras que taiesecia que poseen los vectores pBiFC VC-A es
la correspondiente a la cadena aminoacidica RPASBIKQKVMNH. Finalmente, detras del
“linker” se encuentra el sitio de clonaje multipdgie permite insertar las secuencias de interédoPo
tanto, todo esto hace posible la generacion deipiad de fusion, compuestas por el fragmento céobox
de la proteina fluorescente verde Venus y las pra¢eBcl-2 y Mcl-1, o el fragmento amino o carboxil
de Venus y Bim, PUMA y Noxa (Fig. 3.1).

Para la construccion de los vectores pBiFC VCBcWEMcl-1, VN/VCBim, VN/VCPUMA vy
VN/VCNoxa, se llevaron a cabo varios pasos queesertben a continuacion.

Los cebadores utilizados para amplificar las dissirsecuencias a clonar incorporaban los sitios de
restriccion de las enzimas adecuadas para queripostente, estas secuencias pudieran introducirse
€n sus respectivos vectores a través de estasditicorte. Por ello, estos oligonucleétidos sefidison

con la ayuda de los programas informaticos NEBcwt@igo 7. El primero de ellos ayud6 a comprobar
que las enzimas utilizadas no cortaban dentrosdgeleuencias codificantes para las proteinasuldi@st
mientras que el segundo permitié establecer el raide bases necesarias para que las caracteristicas
de los cebadores fueran las éptimas para el prateamplificacion.

Para clonar el cDNA de Bcl-2, Mcl-1, Bim, PUMA y Kmen el vector pBiFC VN-A se disefiaron un
par de oligonucledtidos para cada proteina queisitllos sitios de restriccion de las enzilkas y
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Kpnl delante del codon de inicio (extremo 5’) y detrdsl codon de parada (extremo 3’),
respectivamente. Por otra parte, para el clonajesties secuencias en el vector pBiFC VC-A, los
oligonucleotidos disefiados poseian el sitio deicegin de la enzim&lal en el extremo 5’ y el de la
enzimaBglll en el extremo 3'. Ademas, en el extremo 5’ ddeceebador, delante de los sitios de corte,
se introdujo la misma secuencia de bases aleafmaiagavorecer la union de la enzima de restnigcid
ya que estas reconocen mejor su sitio de cortgesiesta flanqueado por otras secuencias (Anexo 3).

Puesto que los oligonucleotidos se adquirieron stade liofilizado, estos se disolvieron en agua
Milli-Q estéril para conseguir una disolucién steckO0 UM de cada uno de ellos, a partir de lagsua
se prepararon diluciones 1:10 (10 uM) en un volufime de 25 ul, y fueron estas ultimas soluciones
las que se utilizaron para el clonaje.

Una vez disefiados los oligonucle6tidos, se amatific los diferentes cDNA de interés mediante PCR
utilizando como molde varios plasmidos generadosretmabajo previé! donde la orientacion de los
componentes era la adecuada. En concreto, los saltlizados fueron los plasmidos pBiFC
VNBcl-2, pBiFC VNMcl-1, pBiFC BimVN, pBiFC PUMAVC ypBiFC NoxaVN. En el caso de los dos
primeros vectores, solo se llevo a cabo una aroatifbn, mientras que para el resto se realizaren do
amplificaciones de cada inserto, utilizando en camdade ellas los pares de oligonucleotidos adesuad
El cDNA del inserto se consiguié amplificar coreeuente a partir del plasmido molde en todos los
casos, a excepcion de la secuencia de PUMA, yparaeamplificarla fue necesario digerir el plasmido
molde con las enzimas adecuadakl(y Bglll) y purificar el inserto para utilizar este conmolde, ya
gue la amplificacion directa en el plasmido dalgafua amplificaciones inespecificas, posiblemente
debido a que los cebadores utilizados hibridabastras regiones del vector distintas a la secualeia
PUMA.

En todas las reacciones de PCR realizadas sedutligolimerasa de alta fidelidad @aermococcus
kodakarensig“AccuPrime™ Pfx SuperMix”, Invitrogen) para evitar la introduccién de mutaciones en
los productos de amplificaciébn. Con respecto a ézata de la reaccién, esta contenia 22,5 ul de
“AccuPrimé™ Pfx SuperMix”, una mezcla que, ademas de conteneli jiblimerasa, también incluia
MgS0O;, y desoxinucleotidos, entre otros componentedayjae se afiadié 1 pl de cada oligonucledtido
(Directo y Reverso) a una concentracion de 10 (,d.200 ng de DNA molde y agua Milli-Q estéril
hasta alcanzar un volumen de 25 pl. Todas las Aoagiones se llevaron a cabo en un termociclador
(2720 Thermal CycleApplied Biosystejrbajo el programa de PCR representado en la Babla

Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Numero de ciclos
“Hot Start” 95 0,5 1
Desnaturalizacion 95 1
Hibridacién 55-65 1 35
Extension 72 15
Extension final 72 5 1

Tabla 3.1. Programa de PCR utilizado para amplifica los cDNA de las proteinas de interésTodas las
temperaturas, el tiempo de duracion de cada fasel yndmero de ciclos se mantienen constantes
independientemente de la secuencia a amplificexcapcion de la temperatura de hibridacion, yaegta varia

en funcién de los oligonucleétidos disefiados padasecuencia. En este caso, la temperatura déagiidn de

las proteinas de estudio es: Bcl-2, 64,6 °C; M@214 °C; Bim, 58,8 °C; PUMA, 68,4 °C; Noxa, 5748 °
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De forma simultdnea a la amplificacion de las secias de interés, se realizd la digestion de los
vectores pBiFC VNBax K21E/Trp139Alay VCBak His184Aconstruidos en un trabajo pretipcon

las enzimas adecuadas, de manera que los inseitpsales se eliminaron y los pldsmidos se
linealizaron para introducir, posteriormente, losductos de PCR, dando lugar a los vectores pBiFC
deseados.

Cada vector se incubo con la mezcla de digestitreggondiente en la estufa a 37 °C durante 3 horas.
Ambas mezclas finales contenian 1 ul de las enzilmasstriccion adecuadas (10 U/ul) para linealiza
cada plasmidaNhd/Kpnl para el vector pBiFC VNBax K21E/Trp139AlaCfal/Bglll para el plasmido
pBiFC VCBak Hisl64AlaTakarg, 2 ul del tampdn de reaccion éptimo para cadabawewion de
enzimas (tampon M 10x pafdhd/Kpnl y tampon H 10x par&lal/Bglll; Takargd, 5 ug de cada
plasmido, y agua Milli-Q estéril para completarthas volumen de 20 pl. Ademas, previamente a la
digestion, se comprob6 que la combinacion de erzeanal tampdn de reaccion utilizado no presentaba
la denominada “actividad estrella”, que se defirena la alteracion de la especificidad de
reconocimiento en la secuencia diana debido a thfitacion de las condiciones éptimas de la reaccio
(cambio de pH, de la fuerza i6nica o de la cantideenzima necesaria, presencia de compuestos o
disolventes organicos, o un tiempo prolongado tieaadn de las enzimas, entre otras).

Tras la linealizacion de los plasmidos y la amgdiéion de los insertos, se realizaron electrofsresi

gel de agarosa al 1 % para separar los insertosctores de interés con el fin de purificarlos
seguidamente. Para preparar cada gel, se fundi@gde agaros&igma-Aldrich en 30 ml de tampon
TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA,Gibca Anexo 2). Posteriormente, se afiadié SYB&afe (1:10000,
Invitroger) para tefiir el DNA y la mezcla se vertié en undealle metacrilato donde se dejo gelificar.
Por otra parte, se afiadié tampon de carga T@kafgd a las muestras digeridas y los productos de
amplificacién, y se utilizaron los marcadores degsemoleculares “1 kb DNA ladder” y “100 pb DNA
ladder” Biotool9, a los que se les afiadié tampdon de cargdléer(no Scientifi; para estimar el peso
de los vectores linealizados y de los insertos iicgdos, respectivamente, por comparacion. Una vez
solidificados los geles, se cargd la mayoria deimen de las muestras en los carriles centrales y u
pequefio volumen en los extremos de los geles, pontdos marcadores de pesos moleculares. Las
electroforesis se realizaron en cubetas de electsis horizontal (Mini-SubCell GT,Bio-Rad, que

se llenaron de tampon TAE 1x, a unas condicioné¥)dé y 400 mA durante 35 minutos.

Finalizadas las electroforesis, los geles se l@varun transiluminador UV (Vilber Lourmat TFX-20M,
Sigma-Aldrich para observar como habia ido la separacion warctas bandas correspondientes a los
insertos amplificados y los vectores linealizad®ara visualizar las bandas, solo se expusieron al
transiluminador los carriles exteriores de los getpie contenian un pequefio volumen de muestra,
mientras que la mayor parte de la muestra se aatanén los carriles interiores adyacentes, lo que
permitio identificar las bandas de interés sin egpda mayoria de la muestra, ya que la luz UV pued
inducir mutaciones en el DNA. Una vez localizadas bandas correspondientes a los insertos
amplificados y los vectores linealizados, estasc@garon con un bisturi estéril. Finalmente, los
fragmentos de DNA aislados se purificaron utilizaedl “Illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit” (GE Healthcarg, siguiendo las instrucciones del fabricante, yderminaron las
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concentraciones Yy las relaciones de pureza de tagasuestras con un espectrofotbmetro NanoVue
(GE Healthcarg, utilizando alicuotas de 2 pl.

A continuacion, se digirieron los productos de R@Rficados para eliminar los extremos romos y
dejarlos abiertos (cohesivos). En este caso, lgosition de las mezclas de digestion y el volumen
final en el que se llevo a cabo fueron los mismgs lgs descritos en el apartado 3.2.1.3, a exaepcio
de la cantidad de DNA digerido, ya que esta veligied todo el DNA obtenido en las purificaciones
(300-1000 ng, aproximadamente). Tras la digesti@nrealizd un nuevo proceso de purificacion
utilizando el mismo kit que el indicado en el apdd 3.2.1.4 y se determinaron nuevamente las
concentraciones y relaciones de pureza de logasseurificados.

Por ultimo, para obtener los vectores pBiFC coniteertos de interés, se ligaron los plasmidos
linealizados con los insertos purificados graciagua todos ellos poseian extremos cohesivos.
Concretamente, la relacién molar vector:insertbizatia fue 1:5, y cada mezcla de ligacion contenia
100 ng de plasmido linealizado, una cantidad derias(ng) equivalente a 5 veces los moles de
plasmido, 2 pl de tampdn de ligasa 10Rérmo Scientifi; 1 pl de ligasa T4 (5 U/uThermo Scientific

y agua Milli-Q estéril hasta alcanzar un volumer2@ell. Finalmente, las mezclas se incubaron @da |
noche a temperatura ambiente.

Una vez finalizadas las ligaciones, se transformagazteriag. coli XL1-Blue competentes con dichos
vectores, ya que estas son capaces de incorporArebigeno presente en su entdtiwd), con el
objetivo de obtener un elevado nimero de copidssdelasmidos en un intervalo corto de tiempo.

El medio LB liquido se prepar6 a partir de 10 gtrjgtona Scharlay, 5 g de extracto de levadura
(Scharlay y 5 g de NaClRanReac AppliChemque se disolvieron en 1 litro de agua destil&la.
contenido se repartié en dos botellas de vidriG@2 ml y estas se autoclavaron para esterilizar su
contenido. Tras el autoclavado, las botellas seardejatemperar a temperatura ambiente y se
almacenaron a 4 °C hasta su utilizacion.

Por otra parte, para preparar placas de LB-agatissdvieron 3,5 g de “Plate Count AgaiSigma-
Aldrich) en 200 ml de agua destilada. Esta mezcla sé\antuna botella de vidrio de 500 ml, la cual
se autoclavo y, posteriormente, se dejo atempetamperatura ambiente. Una vez alcanzada dicha
temperatura, se afadi6 el antibidtico de selec@dnpicilina) a 100 pg/ml bajo campana de flujo
laminar vertical Crumg. Se agité suavemente la botella para homogeneizamtenido y, bajo estas
condiciones de esterilidad, se verti6 la mezclaagias placas de Petri de tamafio mediano. Lasolaca
se dejaron semiabiertas durante 30-45 minutos hastal LB-agar solidificé y, finalmente, las placa
se sellaron con parafilm y se almacenaron a 4 8€lsa utilizacion.

A partir de este punto, la manipulacion del meditbaavado, las placas de cultivo y las bacterias
competentes se realiz6 en el ambiente estéril creadorno a la llama de un mechero de alcohol.
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La metodologia utilizada para transformar bactec@spetentes fue el choque térmico, uno de los
métodos mas utilizados para la transformacion baote Esta transformacion se lleva a cabo en
presencia de cloruro de calcio, que genera un aebieo en iones calcio necesarios para neutraliza
las cargas negativas del plasmido a introducir yadeared bacteriana. Esto hace que la repulsion
electrostatica se disipe y la pared celular sditisliie manera que al exponer las bacterias ameato
repentino de la temperatura, se genera una difierdagresion entre el exterior y el interior catujue
favorece la formacién de poros en la membranaamehalcteriana, a través de los cuales se intragluce
DNA plasmidico superenrollado. Finalmente, unaqugz se alcanzan de nuevo temperaturas normales,
la pared bacteriana se restablféte

En una caja con hielo se descongel6 una alicudtacterias competent&s coli XL1-Blue para cada
transformacion. Pasados 10 minutos, cuando lasosdis estaban descongeladas, se afiadié a cada una
de ellas un producto de ligacion y se mantuvierohielo durante 20 minutos. Transcurrido este tigmp
se incubaron durante un minuto y medio a 42 °Crebloque térmico sin agitacioipendorf y,
seguidamente, se dejaron en hielo durante 2 minitosntinuacion, se afiadio a cada alicuota 1 ml de
medio LB liquido estéril y se incubaron a 37 °Cekbloque térmico con agitacion durante una hora
como minimo para que las bacterias transformada®saran el marcador de seleccion (resistencia a
ampicilina). Tras este tiempo, los cultivos se gimaron a 460xg durante 5 minutos, se elimind la
mayor parte del sobrenadante y los pellets sepesd#eron en el sobrenadante restante (50-100 pl).
Finalmente, las nuevas suspensiones se sembraptaicas de LB-agar que contenian el antibiotico de
seleccion (ampicilina 100 pg/ml) con un asa dewuksterilizada a la llama y estas se incubaroia en
estufa a 37 °C durante 24 horas.

Pasado este tiempo, se seleccionaron algunas @asldeicada placa con una punta estéril amarilla, y
cada una de ellas transfirié a un tubo de fondacodestéril de 50 ml que contenia 10 ml de medio LB
liquido estéril suplementado con ampicilina (10@mlyy Los nuevos cultivos se incubaron a 37 °C en
un agitador orbitaltihner AG durante 24 horas y las placas se guardaron asltaah parafilm a 4 °C.
Transcurrido este tiempo, se tomaron alicuotas Gfe | de los cultivos que habian crecido, se
mezclaron con 500 ul de glicerol autoclava@ar(Reac AppliCherdispuestos en distintos tubos
eppendorf y estos se guardaron a -80 °C, lo quuifgedisponer de estas bacterias en el caso de que
fuera necesario expandirlas para obtener los pifasngn un futuro.

A continuacion, se centrifugaron 10 ml de cadaivula 1250xg durante 10 minutos, se desechd el
sobrenadante y, a partir de aqui, se utilizé €lNitcleoSpir? Plasmid EasyPure’Macherey-Nagé)

que permite extraer pequefias cantidades de plaseigloendo las instrucciones del fabricante. La
elucion se realizé en 50 pl del tampon de elucida proporciona el kit (Anexo 2). Finalmente, se
determinaron las concentraciones y relaciones dezaule cada extraccion con 2 ul de cada una de
ellas en el espectrofotdmetro NanoVue.

Tras esto, se comprob6 que las colonias selecasriattialmente contenian los plasmidos de interés
mediante digestion y electroforesis en gel de agar®e preparé una mezcla de digestion que contenia
2,8 ul de las enzimas de restriccién corresponekeatcada plasmido (10 U/iNhd/Kpnl para los
vectores pBiFC VN-A yClal/Bglll para los plasmidos pBiFC VC-A), 7 ul del tampda reaccion
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adecuado para cada combinacion de enzimas (tampdfxMparaNhd/Kpnl y tampon H 10x para
Clal/Bglll) y 50,4 ul de agua Milli-Q estéril. Estas pregeiones se resuspendieron y se tomaron 9 pl
de cada una de ellas, a los que se adiciono dl plasmido adecuado para cada mezcla. Las digestio
se incubaron en la estufa a 37 °C durante 3 hoitagsyeste tiempo, se realizaron varias electsisr

en geles de agarosa al 1 % segun el protocoloittesorel apartado 3.2.1.4. En este caso, a did&ren
de lo descrito anteriormente, cada muestra se ocamgan uUnico pocillo, los geles completos se
expusieron a la luz UV en un transiluminador (G&lR000Bio-Rad y se visualizaron con el programa
de andlisis Quantity One v4.6.5, ya que solo stepdéa observar los productos de digestién y, gor |
tanto, verificar que las colonias seleccionadasamaincorporado los pladsmidos de interés.

Por dltimo, para confirmar de forma definitiva dae bacterias seleccionadas inicialmente posean lo
plasmidos pBiFC deseados, las secuencias de todosldnajes realizados se secuenciaron en el
Servicio de Secuenciacion Genomica del Centro Matide Investigaciones Oncologicas (CNIO).

En el disefio del oligonucledtido reverso para lestroiccion del vector pBiFC VCBIm se introdujo una
G en lugar de una C (base original) en la posisgfilalada en negrita y en cursiva en el Anexo 2,
haciendo que el codén codificante en los produt#d8CR se modifique de TGG a TCG. En este caso,
esta variacion también implica un cambio en el adido codificado, ya que el codon original (TGG)
codifica para un triptéfano, mientras que el mut@i@G) lo hace para una serina. Por lo tanto, para
recuperar la secuencia original de Bim se decitlizar la técnica de mutagénesis dirigida sobre el
plasmido pBiFC VCBim extraido de una de las colssi@leccionadas, ya que esta tecnologia permite
introducir mutaciones puntuales en las posiciomsgadas de una cadena de DNA.

En primer lugar, se disefiaron un par de oligonticles caracteristicos para este proceso (Anexya4),
que la base a modificar estaba incluida dentrcadeetuencia de Bim y, ademas, ambos cebadores
hibridaban en la misma region en cada una de lambiele DNA.

Al igual que en el apartado 3.2.1.1, los cebadeeatisolvieron en agua Milli-Q estéril, gquedandma
concentracién de 100 uM, y a partir de esta satus@prepard una dilucion 1:10 (10 uM) de cada uno
de ellos en un volumen final de 25 pl, las cuadestsizaron para el clonaje.

A continuacion, se amplifico el cDNA de Bim med@rRCR a partir del plasmido pBiFC VCBIm
extraido de una de las colonias obtenidas tragdaitn, utilizando los nuevos oligonucleétidosay |
misma polimerasa de alta fidelidad empleada eargdificaciones anteriores. En este caso, la mezcla
de reaccion se componia de 22,5 pl de “AccuPMnix SuperMix”, 1 pl de cada oligonucleétido
(Directo y Reverso), 200 ng de DNA molde, y agudii)i estéril para completar hasta un volumen de
25 pl. La amplificacion se realiz6 en el termodicabajo las condiciones de trabajo expuestas en la
Tabla 3.2.
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Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Numero de ciclos

“Hot Start” 95 0,5 1
Desnaturalizacion 95 0,5
Hibridacién 55 1 16
Extension 68 15
Extension final 68 5 1

Tabla 3.2. Programa de PCR utilizado en la mutagésés dirigida para amplificar la secuencia de BimTodas
las temperaturas, el tiempo de duracion de cada fa®l ndimero de ciclos se mantienen constantes
independientemente de la secuencia a amplificar.

Finalizada la PCR, se adicionaron a la muestradeld enzima de restricci@pnl (10 U/ul, Fisher
BioReagenis 3 ul de tampdn de reaccion 10x (OPTIMY?Buffer 4 10x,Fisher BioReagen}sy
agua Milli-Q estéril hasta alcanzar un volumen 68eu8 y esta preparacion se incubd en la estufa a
37 °C durante una hora. La enzibynl es capaz de degradar DNA metilado procedentepiescdde.

coli Dam metilasa positivas, en las que esta enzimiarfeetdenina de la secuencia GATCYGC),
mientras qu®pnl no es capaz de actuar sobre la secuencia GAT@titada. Por lo tanto, esta enzima
de restriccién degrada el molde utilizado en la Pé&lRual esta metilado debido a que las bacté&rias
coli XL1-Blue de las que proceden poseen actividad Batilasa, de manera que el producto de PCR,
cuyas secuencias no estdn metiladas, se manttawéoin

Una vez digerido el molde, se transformaron baagé&ti coli XL1-Blue competentes con el producto
de PCR integro mediante choque térmico. En estidgano es necesario realizar la ligacion porque
las bacterias son capaces de reparar la mellaaderige la amplificacion. Finalmente, las bacterias
transformadas se sembraron en una placa de LB{agartado 3.2.2.2); pasadas 24 horas, se
seleccionaron algunas de las colonias crecidasgmbraron en 10 ml de medio LB liquido (apartado
3.2.2.2); transcurridas otras 24 horas, se guamdalicuotas (apartado 3.2.2.2) y se extrajeron los
plasmidos de cada uno de los cultivos (apartad@.3)2 se comprobd que las colonias seleccionadas
poseian el plasmido deseado mediante digestiérgfreforesis en gel de agarosa al 1 % (apartado
3.2.2.3); y, finalmente, las secuencias de losaggmse verificaron mediante secuenciacion (apartad
3.2.2.3).

La transfeccion transitoria con los diferentes eexs pBiFC generados se llevo a cabo en célulaa HeL
mediante la técnica de lipidos catidnicos, utildmiipofectamina (Lipofectamife2000 Reagent,
Invitroger), un reactivo cationico basado en liposdffas a transfeccion mediante lipidos catidnicos
es una de las estrategias més utilizadas pardumiranaterial genético exdgeno en células de neamif
tantoin vivo comoin vitro, ya que es un método simple, altamente reprodugibhdemas, permite la
expresion estable y transitoria del DNA introduéiths!. Esta técnica se basa en la union de los lipidos
al DNA, fundamentalmente debido a las interaccialestrostéticas que se establecen entre ambas
molécula8®. En concreto, al poner en contacto el DNA condipoas generados a partir de lipidos
cationicos, se produce la fusion de las membraedgsdiposomas y el DNA colapsa en el interior de
las vesiculas lipidicas fusionadas, lo que hace ejuBNA adopte estructuras condens&&ad
Finalmente, estos complejos DNA/lipido se introduee las células, probablemente por endocltelsis
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En funcion de la técnica utilizada para analizaiotanacion de los complejos, el nimero de células
sembradas y las placas utilizadas fueron difergfiiaisla 3.3). No obstante, independientemente del
ensayo realizado, las células HeLa se sembraramearisidad adecuada para que estas se encontraran
en un estado de confluencia en torno al 80 % a4dwras de la siembra, lo que garantiza una buena
transfeccion y minimiza la citotoxicidad. Ademas,needio de cultivo utilizado (OPTIMERM |,
GlutaMax™ 1, Gibco) se suplementé con suero fetal bovino al 10 % percse le adicionaron
antibioticos, con el fin de evitar una posible ioddn de toxicidad durante la transfeccion, ya lque
permeabilidad celular aumenta mientras tiene lagser proceso.

Técnica de analisis Densidad celular (n2 células/pocillo) Tamafio de placas
Citometria de flujo 25000 48
Microscopia confocal 50000 24
Western-Blot 100000 12

Tabla 3.3. Densidad celular y tamafio de placa utdada en funcién del ensayo BiFC realizado.

Transcurridas 24 horas desde la siembra, se paddansfectar las células con varias combinasione
de distintos constructos (Tabla 3.4), por duplic&totodos los casos, se afiadio el inhibidor gédera
caspasas z-VAD-fmk (benciloxicarbonil-Val-Ala-As@{metil]-fluorometilcetona,Bachem a cada
pocillo a una concentracion final de 30 uM al me#bsninutos antes de la transfeccion para retrasar
la muerte celular producida por la sobreexpres@tad proteinas pro-apoptéticas. La relacion esitre
namero de células y la cantidad del vector a teantaf debe ser la adecuada para evitar un nivel de
expresion demasiado elevado con el fin de impedioimacion de interacciones inespecificas, pero
suficiente a su vez para detectar los posibles Eogformados. Por lo tanto, en base a estoabajios
previos del laboratori®-®, |a relacién de transfeccion aplicada fue de Id@ercada vector por cada
1 células.

VNBcl-2 VCBcl-2

VNBcl-X VCBIm VCBcl-X, VNBIm
VNMcl-1 VCPUMA VCMcl-1 VNPUMA
VNBax VCNoxa VCBax VNNoxa
VNBak VCBak

Tabla 3.4. Combinaciones de los constructos utilidas en la transfeccién de células Hela.

Ademaés, de forma simultdnea a la transfeccidn cinseconstructos, todas las células se co-
transfectaron con la misma cantidad del vector pRMD-Bcl-X,. (cedido por José Alberto
Carrodeguas; BIFI, Universidad de Zaragoza), quméetda una secuencia de localizacién mitocondrial
y el cDNA de la proteina mRFP completa (proteinarftscente roja monomeérica), la cual posee unas
caracteristicas espectrales distintas a las olasg\ven la complementacion. Este vector actuaba como
control interno, lo que facilité la evaluacién @dedficiencia de la transfeccion y la estandarizacie®

los resultados obtenidos mediante la normalizad@las diferencias en la eficacia de la transfecgio

los niveles de expresion proteica en cada dé&lula

Por otra parte, la relacion DNA:lipofectamina fygtimizada en un trabajo antefféf de manera que
la relacion utilizada en las transfecciones fuegIDNA:3 pl lipofectamina. Tanto las construcciones
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como la lipofectamina se diluyeron en medio deiwultibre de suero fetal bovino y antibiéticos
(OPTIMEM® I, GlutaMaxXM |, Gibco). Estas soluciones se mezclaron y se incubare@mperatura
ambiente durante una hora y media y, por ultimopéacla de DNA vy lipofectamina se adicioné a las
células gota a gota.

Finalmente, transcurridas 24 horas desde la treriéfe se analizaron la formacién de los complejos
mediante citometria de flujo (FACSCalibtyy BD Biosciences y microscopia confocal de
fluorescencia, y se determino el nivel de expred@nada constructo mediante Western Blot. En ouant
a los resultados obtenidos por citometria de flugaliante el programa informatico CellQuest Prasest
se analizaron con los programas FlowJo 7.6.1 yl@tag Prism 5.

La microscopia confocal, desarrollada por Marvim$kiy en 1955, permite crear planos virtuales a
varios micrometros de profundidad en el interioruthetejido a partir de imagenes oépticas, lo que
proporciona imagenes muy detalladas y de granamhliddemas, también es posible reconstruir
imagenes tridimensionales virtuales del tejidoomhlsinar maltiples seccioné®,

En cuanto a la microscopia confocal de fluoresegrsa suelen afiadir fluoréforos a las muestras para
identificar estructuras subcelulares como las roitddas, el reticulo endoplasmico o el nacleo,eentr
otros. El microscopio confocal posee un orificiousa pantalla delante del detector que impide &b pa
de la luz dispersada y las imagenes obtenidaseskepueconstruir punto por pufitb

Gracias a esta tecnologia se pudieron visualizéorde directa los complejos BiFC formados, lo que
facilito el estudio de su localizacion celular. &ste caso, la siembra se realizé en placas decitbpo
sobre cubreobjetos secos de 13 mm de diametroapnente sumergidos en etanol para mantener las
condiciones de esterilidad. Transcurridas 24 hdaascélulas se transfectaron segun lo descritel en
apartado 3.2.4 vy, tras otras 24 horas, los nucseosifieron con la sonda Hoechst 33342 a una
concentracion final de 2 pg/ml. Transcurridos 1@utos, se retird el medio de cultivo, las célukas s
lavaron dos veces con 1 ml de PBS y se fijarorpasaformaldehidd\erck al 4 % durante 15 minutos

a 4 °C. A continuacion, se lavaron de nuevo dossreon 1 ml de PBS, los cubreobjetos se extrajeron
de los pocillos, se colocaron sobre una gota deréioount-G $outhernBioteghdepositada sobre un
portaobjetos, y finalmente, las preparaciones aedgwon a 4 °C.

Por ultimo, las preparaciones se visualizaron enieloscopio confocal FluoView FV100(ympus$,
disponible en el Centro de Investigacion BiomédieaAragon (CIBA). Se tomaron imagenes de
distintos campos de las muestras con un objetivmmersion de 60x, un “line average” de 4, una
apertura confocal de una unidad de Airy Disc yamaifio de imagen de 1024x1024 pixeles. Finalmente,
las iméagenes se analizaron con el programa desenalfy10-ASW 3.1 Viewer.

Uno de los eventos que tienen lugar al inicio deapaptosis es la translocacion del fosfolipido
fosfatildserina desde la semicapa interna a larextde la membrana plasmatica, que en condiciones
fisioldgicas, emite sefiales de fagocitosis a lagdaadyacentéd. Una forma de medir la translocacién
de la fosfatidilerina es el marcaje celular con ina V, una molécula que se une con una elevada
afinidad a este fosfolipidhd y que puede conjugarse con diferentes fluoréfommsno FITC
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(Aex = 490 NnMAem= 525 nm), PE}Nex = 490 NMkem = 578 Nnm), DY634Xex = 635 NMlem = 658 nm)
0 APC (iex = 650 Nnmem= 660 nm).

Estos ensayos se realizaron en células A549 yselinksas de mieloma multiple RPMI 8226, U266 y
MM.1S. Para las células A549 se sembraron“cdldlas en 500 pl de medio DMEM completo en dos
placas de 24 pocillos. Tras 24 horas, se afiadiesamiméticos BH3 ABT-199, ABT-737, A-1155463

y A-1210477 a concentraciones crecientes a distipteillos de una misma fila (0, 1 uM, 2,5 uM, 5
UM, 10 uMy 20 uM para todos los compuestos excepta A-1155463, para el que se afiadi6 la dosis
de 0,5 uM y se elimind la méas elevada), dejandodllips como control en una misma placa, de los
que dos contenian unicamente las células semhyadas otros dos se les afiadio la cantidad de DMSO
equivalente a la que contenia la mayor dosis atlizy que, posteriormente, permiti6 normalizar los
resultados. Por su parte, las células de mielonsesdraron a una densidad de entreyl0,5- 16
células por pocillo en dos placas de 48 pocilldssague se afiadieron a continuacion los compuestos
A-1155463 y A-1210477 por duplicado a las siguiem@ncentraciones: 0, 0,1 uM, 0,25 uM, 0,5 uM,
1 uMy 2,5 uM para el primer compuesto y 0, 0,5 IMM, 2,5 uM, 5 uM y 10 uM para el segundo,
dejando dos pocillos por linea celular como corgrolcada placa. Los compuestos se dejaron actuar
durante 48 horas vy, tras este tiempo, los sobreteslde los pocillos se recogieron en distintosgub
de citbmetro y, en el caso de las células A54@setstmbién se tripsinizaron y se afiadieron a sus
respectivos sobrenadantes. Los tubos se centrifngaP30xg durante 5 minutos y, posteriormente, se
eliminaron los sobrenadantes. Durante la centrdidga se preparé una dilucién de ABB 1x en agua
Milli-Q estéril a partir de una solucion de ABB 10%Annexin Binding Buffer”, Anexo Il) para cada
ensayo, a la que se adicion6 1 pl de Anexina V-ARCmezcla se agité en un vortex y de ella se
tomaron 100 pl para resuspender cada pellet cateayel vortex. Finalmente, las muestras se dejaron
incubar en oscuridad a temperatura ambiente dughtminutos, se analizo el nivel de mortalidad
inducido por cada mimético BH3 mediante citomedieaflujo y los datos se obtuvieron y procesaron
con los programas informaticos CellQuest Pro, Ftiowé.1 y GraphPad Prism 5.

El efecto de los miméticos BH3 A-1155463 y A-121D4¢ evalué mediante el ensayo de reduccion
del MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2 @Heniltetrazoilo], un método desarrollado por
Mosmann en 1983 y modificado por Denizot y Land 886 que permite cuantificar cambios en la tasa
de proliferacion o muerte celuf8re?,

En este caso, se sembraron 8 cBlulas Hela totales por pocillo en 50 pl de méaiéEM completo

en una placa de 96 pocillos de fondo plano, dejéndttima columna para el blanco, que consisti6 en
100 pl de medio DMEM completo. Pasadas 24 horasgfiadieron distintas concentraciones de los
compuestos A-1155463 y A-1210477 (1,25 puM, 2,5 pMLM, 10 uM y 20 uM) por sextuplicado,
quedando un volumen final de 100 ul en cada podillas otras 24 horas, se afadieron 10 pl de una
disolucion de MTT (5 mg/ml en PBS) a cada pocilkeyincub0 la placa durante 2 horas a 37 °C, tiempo
tras el cual los cristales eran visibles. Transdareste tiempo, la placa se centrifug6 a 3720xgrte

5 minutos, se retiraron 50 pl de sobrenadantedieacillo para reducir las interacciones del disole
organico con el medio y acelerar la disolucidnadedristales, y se afiadieron 100 pul de una meecla d
isopropanol/HCI 0,05 M. A continuacion, se resusii@el contenido de cada pocillo para favorecer la
disolucién de los cristales, los cuales terminaterdisolverse en un agitador de pladgisiflock vy,
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finalmente, se midi6 la absorbancia de los pocdl&0 nm en un lector de placas ELISA (Multiskan
EX, Thermo Scientific

La expresion de diferentes proteinas de la famBitla2 se evalud en dos situaciones distintas méglian
ensayos de Western Blot. Por una parte, se deté@tengxpresion de las proteinas Bel-Xicl-1 y Bim

en las células A549 tratadas con diferentes amdfiivits (barasertib, vincristina y docetaxel), el
mimético BH3 ABT-737 y combinaciones de este Ultitoo los anteriores; y por otra parte, se evalud
el nivel de expresion de las proteinas Bcl-2, Bgl-Mcl-1, Bim, PUMA y Noxa en células HelLa
transfectadas con las nuevas construcciones (VEB®ECMcl-1, VNBim, VCBim, VNPUMA,
VCPUMA, VNNoxa y VCNoxa) y con el constructo VCBXI-, que todavia no habia sido evaluado.

En cuanto a las células A549, dispuestas en undfrds cultivo de 75 cfnestas se tripsinizaron, se
contaron y se sembraron®k#lulas totales en 5 ml en 8 frascos de cultiv@slent. Transcurridas 24
horas, se afiadieron los compuestos a los disfirssos, dejando uno como control, a las siguientes
concentraciones finales: barasertib 5 puM, vineréstl pg/ml, docetaxel 5 pM y ABT-737 5 uM,
concentraciones que se mantuvieron en las combmaxide cada uno de los antimitéticos con el
mimético BH3.

En el caso de las células HelLa, se sembrarérdlQlas por pocillo en 1 ml de medio OPTIMEM
suplementado con 10 % de suero fetal bovino eaplde 12 pocillos. Pasadas 24 horas, se transfectar
la mitad de los pocillos, cada uno de ellos condmitns constructos mencionados anteriormente segun
se indica en el apartado 3.2.4, y se dejaron ladl@® restantes como controles, uno para cada
transfeccion.

Tras 24 horas desde la adicion de los farmacodranafeccion, se obtuvieron los extractos celslare
de cada ensayo. Para ello, se tripsinizaron tatasdlulas, se contaron y se centrifugaron a 520xg
durante 5 minutos. Se desecharon los sobrenadaatis pellet se lavé con 1 ml de PBS y se paso el
contenido procedente de los frascos de cultivo yadeplacas a tubos eppendorf. Estos tubos se
centrifugaron a 460xg durante 5 minutos, se reiiréss sobrenadantes, los pellets se pusieroneém hi

y se resuspendieron en el volumen de tampoén lisiAbhexo 2) correspondiente segun la relacion
5-10 células/ul para extraer las proteinas citoplasagtiEstas preparaciones se dejaron incubar entre
30 minutos y una hora en hielo y, a continuaci@g¢entrifugaron a 20800xg durante media hora a
4 °C. Finalmente, los sobrenadantes donde se eabantlas proteinas celulares se transfirieron a
nuevos tubos eppendorf y estos se guardaron &-BAsta su utilizacion.

Se determing la cantidad de proteina total presemtada extracto celular para cargar la mismadzaht
de proteina en cada pocillo de los geles medidmeetodo del BCA (acido bicinconinico; “Micro
BCA™ Protein Assay Kit", Thermo Scientific un método colorimétrico muy sensible que no
interacciona con los detergentes iénicos y no @mic

Una vez conocido el volumen necesario de cadaaatpara cargar 75 ug (células A549) o 100 ug
(células HelLa) de proteina en cada pocillo, seiafmu5 pl de tampon de carga concentrado 3x (Anexo
2). A continuacion, los extractos celulares sergaten a 95 °C durante 5 minutos en el bloque t&rmi
sin agitacion y se les dio un pulso de centrifu@dz00xg durante 30 segundos.

26



Por otra parte, se prepararon geles de poliacdami 10 % y 14 % para las células A549 y del 12 %
para las células Hela, a los que se adicion6é SDB&isulfato sddico) y en los que se separaron las
proteinas extraidas de las células A549 y HeLarsegipeso molecular (composicion en Anexo 2).

Se cargaron 15 pl de los extractos de las célub®® A 10 pl de los de las células HelLa por pocillo,
4 ul de marcador de peso molecular (“BlueStar Phastained Protein Markemlippon Genetigsy 5

ul de tampdn de carga concentrado 3x en los psditmde no se cargdb muestra para controlar que el
frente avanzaba recto. Las electroforesis se leva cabo en cubetas “Hoefer miniVEGE
Healthcarg y “Mini Protean 3" Bio-Rad para las células HelLa y A549, respectivamentenas
condiciones de 180 V y 20 mA por gel con tampéeldetroforesis (Anexo 2).

Las proteinas separadas en los geles se trarsfiaanembranas de nitrocelulosa o PVDF (poliflumrur
de vinilideno) utilizando un tampon de transferar(@nexo 2), aunque en el caso de las membranas de
PVDF, es necesario activar las membranas previansemergiéndolas en metanol durante 5 minutos.
Para cada transferencia, se dispusieron 2 hojpapd Whatman, la membrana de nitrocelulosa, el gel
y otras 2 hojas del mismo papel, todos ellos impaidgs en tampoén de transferencia, en equipos de
transferencia semisecdBig¢-Rad, evitando la formacion de burbujas y tenienda@eenta el sentido

de la corriente eléctrica para que las protein&sasfirieran de los geles a las membranas (gelet
catodo y membranas en el &nodo). Todas las transies se llevaron a cabo a 20 V y 400 mA durante
una hora y cuarto. Pasado este tiempo, las menssmeecuperaron y se tifieron con rojo Ponceau
(Merck Anexo 2) para comprobar como se habian desatolées transferencias.

Las proteinas transferidas a las membranas sezameili utilizando anticuerpos especificos y los
marcadores de peso molecular relativos detectadas la tincion con rojo Ponceau, las membranas se
lavaron con agua destilada para eliminar los redgalorante y se blogquearon con leche desnatada e
polvo al 5 % (p/v) disuelta en tampon B (soluciénalado, Anexo 2) durante 30 minutos con agitacion
a temperatura ambiente. Tras el bloqueo, las merabrae lavaron 3 veces durante 10 minutos con
tampodn B bajo agitacion moderada para eliminarde®s de leche. Finalizado el lavado, se afiadieron
los anticuerpos primarios adecuados en funcidma gedteina que se quisiera detectar (Tabla 3£, y
incubaron a 4 °C durante toda la noche en un agitad

Nombre a-Especie Dilucién Casa comercial
Bcl-2 Mouse mc 1:250 Abcam
Bcl-XL Rabbit mc 1:1000 Cell Signalling
Mcl-1 Rabbit pc 1:1000 Abcam
a-Bim (internal epitope) Rabbit pc 1:1000 Merck Millipore
PUMA Rabbit pc 1:1000 Abcam
Noxa Mouse mc 1:250 Santa Cruz Biotechnology

Tabla 3.5. Relacién de los anticuerpos primarios psecificos utilizados en los ensayos de Western Blaas
abreviaciones “mc” y “pc” se refieren a monoclopgoliclonal, respectivamente. La dilucion de los@ierpos
se realizo en tampon “Antibody solution” (Anexo 2).

Tras la incubacion, se recuperaron los anticueypss lavaron las membranas 3 veces durante 10
minutos con tampdn B y en agitacidn. A continuaciés membranas se incubaron durante una hora en
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agitacion con el anticuerpo secundario correspaieigonjugado con peroxidasa (“Rabbit/Mouse 1gG-
Peroxidase” Sigma-Aldrich o fosfatasa alcalina (“Rabbit/Mouse IgG-AlkaliRbosphatase’Sigma-
Aldrich), todos ellos policlonales, obtenidos en cabrduydibs 1:20.000 en una mezcla compuesta por
la disolucion de leche utilizada para el bloquearngpdn B a partes iguales.

Finalizado este tiempo, se elimind el anticuerfasymembranas se lavaron 3 veces durante 10 minutos
con tampon B en agitacion. Posteriormente, las mamals se incubaron con los sustratos de la
peroxidasa (kit “Pierc& ECL Western Blotting Substrate” (normal) o kit éRié™ ECL Plus Western
Blotting Substrate” (fuerte)Thermo Scientific o de la fosfatasa alcalina (“PhosphoGMOAP
Substrate” KPL), en funcion del anticuerpo secundario utiliza8e. utilizé el volumen necesario de
sustrato para cubrir las membranas y estas sedmmul®? minutos con el sustrato normal de la
peroxidasa o 5 minutos con el sustrato fuerte getaxidasa y con el de la fosfatasa alcalina. Teras
incubacién, se elimind el sustrato y las membraeasolocaron en una funda de plastico transparente
encajada en un “cassette” de revelado, donde énation las burbujas que podian haber quedado
presionando con un trozo de papel. Finalmentenarhabitacion con luz adecuada para el revelado, se
colocé un fragmento de una pelicula fotograficaléXPosuré™ Film”, Thermo Scientificsobre la
region de la funda donde se encontraba cada meenlgrae expuso durante 5 minutos inicialmente.
Cuando no se obtuvieron resultados, dichos tiempgsolongaron entre 30 minutos y una hora. Pasado
el tiempo de exposicidn, cada pelicula se revehdesgiéndola en revelador, agua destilada y fijador,
por este orden.

De forma anéloga a la deteccion de las proteinasteies, se realizd un control de carga reveldado
B-actina o lao-tubulina en cada Western Blot. Para ello, sezatibn los anticuerpos arffiactina o
anti-a-tubulina monoclonales obtenidos en rat8iga-Aldrich a una dilucion 1:10000 y el anticuerpo
secundario “anti-mouse” IgG conjugado con peroxgdasi como el sustrato normal.

4 Resultados y discusién

Como ya se ha indicado anteriormente, las intevaesique se producen entre las proteinas de lafami
Bcl-2 son fundamentales en la regulacion de latagaP®. Mas concretamente, son las proteinas “solo-
BH3” las que intervienen en el inicio de la viaimseca de la apoptosis, activando a las prot&aas

y Bak?2. Por ello, en este bloque y en el siguiente seavestudiar las interacciones que Bim, PUMA
y Noxa establecen tanto con las proteinas antitépops Bcl-2, Bcl-X y Mcl-1, como con las proteinas
pro-apoptoticas multidominio Bax y Bak.

Un aspecto importante en el estudio de estas auierees mediante la técnica BiFC es el nivel de
expresion que alcanzan las proteinas de fusioh sistema biolégico de estudio, en este caso,alul
HelLa. Por ello, en primer lugar se verificO queassproteinas de fusion se expresaban a niveles
comparables entre ellas. (Fig. 4.1).
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Figura 4.1. Expresion de las proteinas de fusion \VBI-2 (A), VCBcl-X. (B), VCMcl-1 (C), VN/VCBIm (D),
VN/VCPUMA (E) y VN/VCNoxa (F) en células HelLa.Estas células se transfectaron con los vectores qu
portaban dichas construcciones, se realizaronaaiy@elulares de células control y transfectadéisaimente,

se analiz6 la expresion de las proteinas de fusiialas proteinas endégenas de interés de acakpdotocolo
descrito en el apartado 3.6 de Materiales y métddus pesos moleculares de referencia y el peseaular de

las proteinas endégenas y las fusiones (suma sielrpelecular de la proteina endégena y del fragmaaienus
correspondiente: VN 17,5 kDa; VC~ 10,5 kDa) (kDa) se indican en la margen izquierdderecha de las
imégenes, respectivamente. Se utilizf-kctina (A, B, D-F) o la-tubulina (C) como control de carga.

Estos resultados confirman que las proteinas dénfge expresaban a niveles equiparables en taslas |
transfecciones realizadas en las células HeLandoien cuenta que la cantidad de proteina casgada
cada caso es similar. No obstante, si se quiseai@Zar un analisis mas exhaustivo, seria necesario
cuantificar la cantidad de proteina presente ea badda de interés por densitometria. Por lo tanto,
vez comprobada dicha expresién, se estudiaromtagcciones que establecen las proteinas “solo-
BH3” Bim, PUMA y Noxa con los miembros anti-apoptos Bcl-2, Bcl-X y Mcl-1 (apartados
4.1.2-4.1.4), asi como con las proteinas multidaax y Bak (apartado 4.2).

4.1.1 Interacciones entre la proteina “solo-BH3” Bim y las proteinas anti-apoptdticas

Por una parte, se analizé la capacidad de inténacid Bim con las distintas proteinas anti-apogaéti

de la familia Bcl-2 (Fig. 4.2), ya que, en genesal considera que esta proteina es un potentetanduc
de la apoptosis que se une con gran afinidad & tledomiembros anti-apoptoéticos, haciendo que su
efecto pro-apoptético quede neutraliZ&tfdl. Para ello, tanto Bim como las proteinas anti-&jtmas

se fusionaron en su extremo amino terminal cofréggnentos VN- y VC- de Venus con el objetivo de
determinar la fusion que permite detectar una negjorplementacion de la fluorescencia.
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Figura. 4.2. Analisis mediante BiFC y citometria délujo de las interacciones entre Bim y las proteizs anti-
apoptoticas Bcl-2, Bel-X y Mcl-1. Se sembraron 2,5-40élulas HelLa en placas de 48 pocillos, las cusdes
transfectaron a las 24 horas con el vectoRpP-TMD-Bcl-X Yy las construcciones adecuadas para obtener las
proteinas de fusion de interés, de acuerdo a licaegp en el apartado 3.2.4 de Materiales y métdeéioalmente,
pasadas otras 24 horas, se determiné el porceletajulas Venus positivas/porcentaje de célulaBPnpositivas

(A) y la relacion entre la intensidad de fluoresieamedia de Venus y mRFP (B). Los resultados sediant SD

de 2 a 6 experimentos independientes. * p < 0,0p;<¢ 0,01;*** p < 0,001.

Estos resultados indican que Bim es capaz de asedan las tres proteinas anti-apoptoticas indgad
en un porcentaje elevado de células (superior &)/ @xceptuando la combinacion VCBim VNMcl-1
(en torno al 50 %) (Fig. 4.2A), en la que la fusitieh fragmento VC- de Venus con Bim podria indicar
la existencia de algun tipo de impedimento, yaejugvel de expresion de VNMcl-1 se determing en
un trabajo previo y se vio que este era compaslide las demas construcciofiésPor otra parte, el
nivel de intensidad de fluorescencia emitida allpoirse la complementacion entre los fragmentos de
Venus, calculada respecto a la sefal derivada geotaina mRFP, que actla como control interno,
muestra niveles de intensidad notables en la magerlas combinaciones. No obstante, si se tiamen e
cuenta las fusiones estudiadas, se observan difaseimportantes en el nivel de intensidad de
fluorescencia emitido por Bcl-2 y Mcl-1, cuyo maximo alcanzan con las combinaciones
VCBIim/VNBcl-2 y VNBIm/VCMcl-1, respectivamente, mi&as que la interaccion de Bcl-Bon Bim

es practicamente idéntica con ambas combinacitiaesienor sefial de fluorescencia registrada para
las combinaciones VNBIm/VCBcl-2 y VCBIim/VNMcl-1 page indicar que existe algun tipo de
impedimento estérico al utilizar estas parejas aabinaciones, que impediria la interaccion de los
fragmentos de Venus. No obstante, estos impedimeargigricos se solventarian, si no totalmente, al
menos parcialmente, al intercambiar la fusion dédmgmentos de Venus (Fig. 4.2B).

Si se comparan estos resultados con los obtenitddsileajos previos del laboratorio, en los que se
utilizaron fusiones diferentes a las aqui utilizaf/aN- y VC- fusionados en el extremo carboxildate
proteinas anti-apoptoéticas y “solo-BH3” (Fig. 4.3A)si como VN- fusionado a las proteinas anti-
apoptoticas en el extremo amino y VC- fusionadasaproteinas “solo-BH3” en el extremo carboxilo
(Fig. 4.3B)), se observan cambios tanto en el poaje de células que poseen complejos como en la
sefial de fluorescencia derivada de su formaciorgdaeral, la fusion de los fragmentos de Venus al
extremo carboxilo en las dos proteinas de fusiorcata combinacion (Fig. 4.3A) implica una
disminucioén en el porcentaje de células que expegsaomplejos con respecto al observado en este
trabajo, mientras que la intensidad de fluoreseemgistrada con dichas fusiones es considerabtemen
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mayor a las detectadas en el presente tréBakesto puede ser debido a que las configuracioadssd
proteinas de fusion utilizadas en estos estudip&lan que estas proteinas se localicen en la membra
mitocondrial externa, haciendo que sean méas abteglan el citosol y que, por lo tanto, las
interacciones que se produzcan entre ellas searaled®rias. Por lo tanto, esto puede indicar que,
aungue la cantidad de células capaces de formarlejms fluorescentes con estas fusiones sea menor,
las proteinas de fusion interaccionan mas frecoerige 0 con mayor afinidad. Sin embargo, la fusion
de VN- al extremo amino de las proteinas anti-ajiagats y de VC- al extremo carboxilo de las prasin
“solo-BH3” (Fig. 4.3B) muestran un menor porcentdgecélulas en las que se forman complejos (entre
un 30 % y un 70 9%} y, ademas, la intensidad de fluorescencia obsamparh las combinaciones de
Bim con Bcl-2, Bcl-X y Mcl-1 es inferior a la detectada en este trgbajajue indicaria que estas
configuraciones presentan algun tipo de impedimentsu estructura que dificulta tanto la interatcio
de las proteinas de estudio como la complementaeidos fragmentos de Venus.

EcoRI Xbal EcoRlI/Clal Nhel Xbal/Bgll

VN VN

Linker Linker

EcoRI Bglil EcoRI Bglll

B — . VC B — .

Linker Linker

Figura 4.3. Representacion esquematica de las pratas de fusion utilizadas en trabajos anteriores pa los
estudios de BiFC. AAy B: Bcl-X., Mcl-1, Bim, PUMA y NoxaB. A: Bcl-2, Bcl-X. y Mcl-1; B: Bim, PUMA
y Noxa.

Por lo tanto, con los datos obtenidos hasta aparace que las combinaciones con las que se eegistr
una mayor sefal fluorescente son VCBIM/VNBcI-2,-BcV/C/BImMVN y Mcl-1VN/BimVC. Esto
implicaria que, en el primer caso, a pesar de fimenaas complejos, las interacciones entre lagrfasi

son menos frecuentes, mientras que en el segusdpsEgeneran menos interacciones pero las que se
producen son mas frecuentes. No obstante, pararmanfle forma definitiva que estas combinaciones
son las que proporcionan una mayor sefial fluorésceerian necesarios mas ensayos con las fusiones
y combinaciones que faltan por analizar, aunqu®mlunto de los tres trabajos parece indicar gsie la
construcciones con los fragmentos de Venus entetreg amino son las que menos afectan a la
localizacion de las proteinas y, por lo tanto, @éreuna visidbn mas real de su comportamiento. En
cuanto a la afinidad de Bim por las proteinas aptiptéticas, los resultados obtenidos en estejdraba
confirman los resultados previos con las constamas BimVC/VN, ya que en ambos casos, Bim
muestra mayor especificidad de unién por Bcl-2. ®ma parte, los resultados aqui recogidos también
concuerdan con los observados en el primer tratejtaboratorio en el que todas las construcciones
poseian los fragmentos VN- y VC- fusionados ernxtkeno carboxilo. En dicho trabajo se compararon
las interacciones establecidas con BclyMcl-1, y en este caso, se observé una mayaaiaten con

la primera. Por lo tanto, en conjunto, a pesaadealiferencias en los porcentajes y en las intadesl

los tres trabajos coinciden en que la mayor intédactiene lugar con Bcl-2, seguido de Bgl-¥
finalmente, de Mcl-1. Por consiguiente, el hechade Bim interaccione con los tres miembros anti-
apoptoticos de la familia Bcl-2 implicaria que sfecto pro-apoptético quedaria neutralizado,
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principalmente por la unién a Bcl-2, ya que pamostrar una mayor especificidad de unidn por esta
proteina.

Para completar el estudio, los complejos formadasocconsecuencia de la interaccion de Bim con las
proteinas anti-apoptéticas Bcl-2, Bcl-¥ Mcl-1, asi como su localizacion subcelular yriarfologia
nuclear, se visualizaron mediante microscopia aahfde fluorescencia (Fig. 4.4). Todas las imagenes
de microscopia confocal que se muestran en ebidrpertenecen a las combinaciones con las que se
detect6 una mayor sefial de fluorescencia medihateésis por citometria de flujo.

Hoechst 33342 Venus mRFP Superposicidon

VCBim NBcl-2

VCBim VNBcl-X,

VNBim VCMcl-1

Figura 4.4. Localizacién subcelular de los complegoformados entre las proteinas anti-apoptéticas B&

(A), Bcl-XL (B) y Mcl-1 (C) y la proteina “solo-BH3” Bim. Para cada combinacién, se sembraron“céldlas
HeLa por pocillo en tres placas de 24 pocillos;acado de los cuales contenia un cubreobjetos deni3Tras

24 horas, las células se transfectaron con el vpotRFP-TMD-Bcl-X y las construcciones que daban lugar a
las proteinas de fusion de interés, segun se iediehapartado 3.2.4 de Materiales y métodos straridas otras

24 horas, los nucleos se marcaron con la sondahidb88342, las células se fijaron con paraformatiteal 4 %

y, posteriormente, los cubreobjetos se extrajemlos pocillos y se colocaron sobre portaobjet@sapntenian

una gota de Fluoromount-G. Finalmente, se tomanofigénes de distintos campos de las muestras en un
microscopio confocal de fluorescencia FluoView FVVHscala: 50 um.

Las imagenes obtenidas muestran que la mayoriasdellcleos celulares presentan una morfologia
normal (Fig. 4.4 Hoechst 33342), salvo en la eiltisna combinacion estudiada (Fig. 4.4C), donde se
observa que uno de los ndcleos tiene una morfologikear mas alargada e irregular que el resto. Por
lo tanto, esto parece indicar que, en generatdagas se encontraban en buen estado cuandareafij

Por otra parte, en todos los casos se puede obsgrvéos complejos formados al interaccionar ambas
proteinas de cada pareja presentan una distribaeniforma de granulos (Fig. 4.4 Venus), que cocid
con la observada al co-transfectar con el vect@® i TMD-Bcl-X,. (Fig. 4.4 mRFP) y, ademas, ambos
marcajes co-localizan practicamente a la perfeceidtodas combinaciones (Fig. 4.4 superposicion).
Por lo tanto, tanto el patron punteado como laocallzacion de ambos marcajes, indican que estas
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interacciones tienen lugar en la mitocondria, ya ejuector codifica para la proteina fluoresceoj&
monomeérica fusionada a la region transmembranactiX B por lo que esta proteina de fusion se
localiza en la membrana externa mitocondrial. Brrfeagenes (Fig. 4.4 Venus, mRFP y superposicion),
esta localizacion pone de manifiesto la distribnaé las mitocondrias por toda la célula, por le gs
posible observar la morfologia de aquellas célglesse han transfectado.

El patron punteado observado cuando se produngelaccion entre las proteinas de estudio, indcati
de que este fendmeno tiene lugar en las mitoca)deebién se identificd en los trabajos realizados
anteriormente en este laboratéfié! aunque de manera parcial, a excepcion de la cacibim de
Bcl-X. VC y Mcl-1VC con BimVN®Y, las cuales se producian en el citosol. Estaik@zabn podria
deberse a que la fusion de los fragmentos de lamesextremo carboxilo dificultaria la transloceci

de Bim, Bcl-X_ y Mcl-1 a la mitocondria, ya que segun algunostast, Bcl-X en su forma inactiva se
encuentra en el citosol, al igual que Mcl-1 cuaiiixa no se expresa, y Bim se encuentra en el
citoplasma asociado a proteinas del citoesquetetomrdiciones fisioldgicds 5364

4.1.2 Interacciones entre la proteina “solo-BH3” PUMA y las proteinas anti-apoptdticas
Un segundo blogue de interacciones interesantessuleliar son las que establece PUMA con las
proteinas anti-apoptoticas Bcl-2, Bel-X Mcl-1 (Fig. 4.5), ya que existe una cierta cownérsia en
cuanto al papel de PUMA en el modelo directo devacibn porque se ha visto en distintos estudios
que puede actuar como activadora, uniéndose tal#e proteinas anti-apoptéticas como a las pro-
apoptoticas multidominio, y también como sensibdiara, pudiendo unirse a las proteinas anti-
apoptéticas para desplazar a las “solo-BH3” actvasl y promover la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial extefffa Para ello, al igual que sucedia con Bim, tantdRLtomo las
proteinas anti-apoptéticas se fusionaron a losrfeaos VN- y VC- de Venus a través de su extremo
amino para determinar la combinacion que permétaalar una mayor interaccion entre las proteinas
de estudio.
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Figura 4.5. Andlisis mediante BiFC y citometria de flujo de lasnteracciones entre PUMA y las proteinas
anti-apoptéticas Bcl-2, Bel-X y Mcl-1. Se sembraron 2,5-46élulas HelLa en placas de 48 pocillos, las cuales
se transfectaron a las 24 horas con el veectiRIEP-TMD-Bcl-X_y las construcciones adecuadas para obtener las
proteinas de fusién de interés, segln se indieh @partado 3.2.4 de Materiales y métodos. Pandltiras otras

24 horas, se determind el porcentaje de célulasid/eositivas/porcentaje de células mRFP positidasy(la
relacién entre la intensidad de fluorescencia mddi¥enus y mRFP (B). Los resultados son media H6DR a

4 experimentos independientes. * p < 0,05;** p &10t** p < 0,001.
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Al igual que sucedia con Bim, el porcentaje de laslgue albergan complejos entre PUMA y las
proteinas anti-apoptdticas es muy elevado en tddss casos, salvo para la combinacion
VCPUMA/VNMCcI-1 (Fig. 4.5A), en cuyo caso parece dadusion del fragmento VC- de Venus con
PUMA fomenta la aparicion de algun tipo de impeditoe En cuanto a los niveles de intensidad de
fluorescencia, estos son notablemente mas altoksguetectados en el apartado anterior, a exaepcid
de la combinaciéon VCPUMA/VNMcl-1, que muestra upéa similar a la registrada con Bim para esta
misma configuracion. Con respecto a las combinasiate fusiones utilizadas, se observa que, en el
caso de Bcl-2, la mayor sefial fluorescente serbtion la combinacion VCPUMA/VNBcI-2, mientras
gue para Bcl-Xy Mcl-1 el nivel de intensidad de la sefial es maycombinar las fusiones VNPUMA/
VCBcl-X. y VNPUMA/McI-1. Por lo tanto, esto indicaria qustas proteinas de fusion favorecen la
interaccion de los fragmentos de Venus, a difeeendé la combinacién con las fusiones
complementarias, que presentarian algun impedimesiéico que impediria la complementacion de
dichos fragmentos. En consecuencia, todo esto @ejuat PUMA puede unirse con bastante afinidad,
incluso superior a la detectada con Bim, a las preseinas anti-apoptéticas, aunque tiene mayor
afinidad por Bcl-2, seguido de Bcl-X, finalmente, de Mcl-1 (Fig. 4.5B).

Al comparar estos resultados con los obtenidos®irdbajos previos de este laboratorio a los que s
ha hecho alusion en el apartado antEtith, se vuelve a observar que la unién de VN-y V@xélemo
carboxilo de las proteinas anti-apoptéticas y “®iH8” hace que los complejos se formen en un
porcentaje menor de células (valores entre el 30070 %) pero que, sin embargo, la intensidalh de
sefial emitida sea mayor que la detectada en @rgeesabajéy, lo que indicaria una mayor frecuencia
de interaccion de estas fusiones. Esta mayor fnetaele interaccion puede ser debida a que, como se
ha sefialado anteriormente, con la disposicion si&dgmentos de Venus en el extremo carboxilo, las
proteinas se localizan predominantemente en edatien lugar de en la mitocondria, por lo que las
interacciones entre ellas pueden ser mas aleatBoa®tra parte, cuando se fusionaba VN- al exdrem
amino de las proteinas anti-apoptoticas y VC- ikaxo carboxilo de PUMA, estas proteinas formaban
complejos en un porcentaje de células similar aeplado en el otro estudio, aunque la intensidad de
la sefial fluorescente detectada es inferior agistrada en el presente trab#plo que implicaria una
menor frecuencia de interaccion debido a que atgponde impedimento estérico obstaculizaria la
complementacion de los fragmentos de Venus.

En relacion a la especificidad de unién, PUMA tagnbimuestra una mayor afinidad por Bcl-2 en dos
de los trabajos analizados, incluido este, miempuasen el estudio restante, PUMA interaccionab®a ma
especificamente con Bcl-Xaunque en dicho trabajo no se evalud la intebaacte PUMA con Bcl-2.
Por lo tanto, PUMA interacciona con mayor afinidpgt Bim con Bcl-2, Bcl-X'y Mcl-1, quedando
inhibido asi su efecto pro-apoptotico, mayoritagate debido a su union con Bcl-2 segun los resadtad
de este trabajo.

Por otra parte, se visualizaron los complejos am due se detecté una mayor sefial mediante
microscopia confocal de fluorescencia (Fig. 4.6jliendo observar la morfologia celular y determinar
el lugar en el que se producen estas interaccemesinterior de las células.
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Hoechst 33342 Superposicién

VNPUMA VCBcl-X, VCPUMA VNBcl-2

VNPUMA VCMcl-1

Figura 4.6. Localizacién subcelular de los complegoformados entre las proteinas anti-apoptéticas B&
(A), Bcl-XL (B) y Mcl-1 (C) y la proteina “solo-BH3” PUMA. Para cada combinaciéon, se sembraron“%-10
células Hela por pocillo en tres placas de 24 fos;itada uno de los cuales contenia un cubreshjetd3 mm.
Pasadas 24 horas, las células se transfectarosl gentor pmRFP-TMD-Bcl-Xy las construcciones que daban
lugar a las proteinas de fusion de interés, derdoumn el protocolo descrito en el apartado J2.Materiales

y métodos. Tras otras 24 horas, los nlcleos seamarcon la sonda Hoechst 33342, las células a®fijcon
paraformaldehido al 4 % vy, posteriormente, los eobjetos se extrajeron de los pocillos y se cototanbre
portaobjetos que contenian una gota de FluoromBufRinalmente, se tomaron imagenes de distintopoame
las muestras en un microscopio confocal de flueresa FluoView FV10i. Escala: 50 um.

Al igual que sucedia en el caso anterior, las imégendican que, en general, la morfologia de los
nucleos es la que suelen presentar las célulaseqerecuentran en buen estado (Fig. 4.6 HoechsR334

En cuanto a los complejos formados en esta ocasgoobserva, de nuevo, una distribucion siguiendo
un patrén punteado por toda la célula (Fig. 4.60é@mgue parece coincidir con la expresion de I&mR
(Fig. 4.6 mRFP). Por lo tanto, la co-localizaci@ld sefial de la mRFP y la fluorescencia de Venus
(Fig. 4.6 superposicion) indica que los complefsiados por PUMA y las proteinas anti-apoptéticas
se localizan en la mitocondria.

El patrén punteado derivado de la localizacionageimteracciones también se observo en los estudios
previos, aunque de manera parcial en el caso dmrbinacion de PUMAVC con VNBcl-2 y
VNBcl-X .. Puesto que PUMA se encuentra en el citosol ediciones fisioldgicd®”, el hecho de que

la interaccién con esta combinacion se produzaaateera parcial en la mitocondria implicaria que su
translocacion a la membrana podria estar obstadalipor la fusion del fragmento VC- de Venus al
extremo carboxilo de PUMA.
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4.1.3 Interacciones entre la proteina “solo-BH3” Noxa y las proteinas anti-apoptdticas
Por dltimo, también resulta de gran interés conda&grinteracciones que establece Noxa con las
proteinas anti-apoptoticas (Fig. 4.7), ya que esiteina se ha considerado tradicionalmente corao un
proteina sensibilizadora en el marco del modekxttirde activacion, que liberaria a las proteisal®*
BH3" activadoras de la unién con las anti-apop&®i@l interaccionar con estas; sin embargo,
recientemente también se ha propuesto que actearfed una proteina activadora, capaz de
interaccionar tanto con las proteinas anti-apagétcomo con Bax/B&k?2. Ademas, también existe
un cierto debate acerca de las interacciones dablese Noxa con las proteinas anti-apoptéticas, ya
que tradicionalmente se pensaba que Noxa intersdzéounicamente con Mcl-1 y Al, pero estudios
recientes también proponen su unién con Bcl-2 y)BEP). Por lo tanto, en primer lugar se fusionaron
los fragmentos VN- y VC- de Venus al extremo andadNoxa y las proteinas anti-apoptoéticas, al igual
que en los casos anteriores, para evaluar la dghde interaccion de Noxa con dichas proteinas e
identificar la combinacion que permitia una mayomplementacion de la fluorescencia de dichos
fragmentos.
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Figura 4.7. Analisis mediante BiFC y citometria ddlujo de las interacciones entre Noxa y las prote&s anti-
apoptéticas Bcl-2, Bel-X y Mcl-1. Se sembraron 2,5-46élulas HelLa en placas de 48 pocillos, las cusdes
transfectaron a las 24 horas con el vector pmRFB-BdI-X, y las construcciones adecuadas para obtener las
proteinas de fusidn de interés, segin se indicel eapartado 3.2.4 de Materiales y métodos. Finalepen
transcurridas otras 24 horas, se determiné el ptajgede células Venus positivas/porcentaje ddagimRFP
positivas (A) y la relacién entre la intensidadflderescencia media de Venus y mRFP (B). Los radak son
media + SD de 2 a 4 experimentos independientes.®05;** p < 0,01; *** p < 0,001.

Siguiendo el mismo comportamiento que las otraspmtoteinas “solo-BH3", Noxa también puede
formar complejos con las tres proteinas anti-agmat® en un porcentaje relativamente alto de cglula
a excepcion de las combinaciones de VCNoxa con WXBg VNMcl-1 (Fig. 4.7A). Por lo tanto, la
fusién del fragmento VC- de Venus con Noxa en ests®s induciria algun tipo de impedimento.
Respecto a las intensidades de fluorescencizeff@des obtenidas para las combinaciones de Noxa con
Bcl-2 y Mcl-1 son muy semejantes a las observadasl €aso de PUMA; sin embargo, el nivel de
fluorescencia registrado para Bcl-Es el menor de los detectados con las tres pastégolo-BH3”
(Fig. 4.7B). Por lo tanto, todo esto indica que &loxeracciona con las tres proteinas anti-ap@ateiti
aunqgue se une preferentemente a Bcl-2 y, en meediday a Mcl-1. En cuanto a las configuraciones
utilizadas, la fusion del fragmento VC- de Venudaxa registra una mayor sefial con Bcl-2, mientras
que es la fusion del segmento VN- a esta protegmdo-BH3” la que induce una mayor sefial
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fluorescente en el caso de Mcl-1 y, mas discretéaneonn Bcl-X. Por consiguiente, esta disposicion
de los fragmentos de Venus respecto a las protadeagstudio fomentaria, una vez mas, la
complementacion de los fragmentos de Venus, memue la fusion del fragmento VC- a Noxa
implicaria la aparicion de algun tipo de impedinsesgstérico que dificultaria dicha complementacion.

En los trabajos previos de este laboratorio sei@\observar que la fusion de los fragmentos VN- y
VC- al extremo carboxilo de Noxa y las proteinas-apoptoticas dificulta la formacion de algunos
complejos (NoxaVN/Mcl-1VC y NoxaVC/Bcl-®/N) en un porcentaje elevado de células (valores
entre el 30 % y el 70 %); sin embargo, la sefdlu@escencia obtenida con esta configuracién es
superior a la observada en el presente trabagydasugiere que la fusion de los fragmentos de ¥enu
al extremo carboxilo de Noxa favorece la interat@étre esta proteina “solo-BH3” y las proteinas
anti-apoptéticds. Por su parte, la fusion de VN- al extremo amiadas proteinas anti-apoptéticas, y
la localizacion de VC- en el extremo carboxilo dexBl permite la formacion de complejos en un
porcentaje de células similar al anterior, perbdm intensidad de fluorescencia detectada impliea
estas interacciones se producen con menor fre@jepcobablemente debido a impedimentos
estéricosY.,

Asi pues, con estos resultados se puede dedugilganeral que la union de los fragmentos de ¥enu
al extremo amino de Noxa y las proteinas anti-ajimgis favorecen la formacién de complejos en una
mayor proporcion de células, aunque las combinasioton las que se observa una sefial de
fluorescencia maxima son VCNoxa/VNBcl-2, VNNoxa/VE&& . y VCNoxa/VNMcl-1. Ademas,
estas interacciones son las que se produciriamegor frecuencia. Una diferencia entre el presente
estudio y los anteriores es que los resultadosimae aqui indican que Noxa muestra mayor afinidad
por Bcl-2, seguido de Mcl-1, mientras que segurotoss trabajos, Mcl-1 es la proteina anti-apopéoti
que muestra menor afinidad por Noxa. Asimismo,emde los trabajos se detect6 una mayor afinidad
de Noxa por Bcl-2, mientras que en segundo esgaittion no se estudio, observandose una interaccio
predominante de Noxa por Bck-°Y. Sin embargo, los resultados obtenidos en el ptedeabajo
encajan con lo observado por otros grupos mediéatécas de inmunoprecipitaciéif’l. No obstante,
estas diferencias en los resultados obtenidos dndgue es necesario evaluar todas las posibles
configuraciones de las fusiones con la técnica BiFC

En general, segun los resultados de este trabaj@ MMuestra una afinidad intermedia por los miesbro
anti-apoptoéticos en comparacion con Bim y PUMA, lpajue estas uniones, especialmente con Bcl-2,
inhiben el efecto pro-apoptético de Noxa. El hegbaletectar interaccion entre Noxa y Bcl-2 y Bel-X
contrasta con la conviccién tradicional de que pstéeina “solo-BH3” se unia de forma especifica a
Mcl-1 y Al, mientras que, por otro lado, secundarésultados obtenidos en estudios recientesen lo
que se observa que Noxa es capaz de interacciondot-2 y/o Bcl-X 5!,

Finalmente, al igual que en las anteriores ocasjdone complejos que registran una mayor intensidad
de fluorescencia, la morfologia nuclear y la lazdion subcelular en la que se originan estos ajampl
se visualizaron mediante microscopia confocal wterdiscencia (Fig. 4.8).
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Hoechst 33342 Superposicidn

VNNoxa VCBcl-2

VNNoxa VCBcl-X,

VNNoxa VCMcl-1

Figura 4.8. Localizacién subcelular de los complegoformados entre las proteinas anti-apoptéticas B&
(A), Bel-Xc (B) y Mcl-1 (C) y la proteina “solo-BH3” Noxa.Para cada combinacion, se sembraronxdlQlas
HeLa por pocillo en tres placas de 24 pocillosacado de los cuales contenia un cubreobjetos deni3Tras

24 horas, las células se transfectaron con el vpotRFP-TMD-Bcl-X y las construcciones que daban lugar a
las proteinas de fusién de interés, de acuerd@gplicado en el apartado 3.2.4 de Materiales ypdu. Pasadas
otras 24 horas, los ndcleos se marcaron con laasddndchst 33342, las células se fijaron con paraittehido

al 4 % vy, posteriormente, los cubreobjetos se gExtra de los pocillos y se colocaron sobre poretolsj que
contenian una gota de Fluoromount-G. Finalmentgrearon imagenes de distintos campos de las ragestr
un microscopio confocal de fluorescencia FluoViewdBi. Escala: 50 pm.

Anélogamente a lo observado en los complejos eguesintervienen Bim y PUMA, estas imagenes
muestran que la morfologia nuclear es la tipica f@s células que se encuentran en buen estado
(Fig. 4.8 Hoechst 33342), aunque alguna preserdamorfologia mas irregular, por ejemplo, en la
combinacion de VNBcl-2 VCNoxa (Fig. 4.8A). Por cimusente, esta caracteristica parece indicar que
las células se encontraban, en general, en bustioesttes de ser fijadas, e incluso en fases saidia

la division celular, como se observa en la comhdmade VCBcl-X/VNNoxa (Fig. 4.8B), donde
parecen vislumbrarse dos nucleos en division.

Con respecto a los complejos que se forman ents& Nolas proteinas anti-apoptéticas, se sigue
observando una distribucion en forma de granullsslargo de toda la célula (Fig. 4.8 Venus) y que
comparte localizacion con la mRFP (Fig. 4.8 mRFHP$es superponen ambos marcajes (Fig. 4.8
superposicion), indicando que un buen nivel deocalizacion entre la proteina mRFP y los complejos.
Por lo tanto, al igual que ocurria con Bim y PUM@s complejos formados por Noxa y las proteinas
anti-apoptéticas tienen lugar principalmente eméambrana externa de las mitocondrias, las cuales se
reparten por toda la célula.

A diferencia de los trabajos referidos anteriorragen los se observaba una distribucion parcial del
patron punteado en la célit&", en el presente trabajo se observa que el patndieado coincide con
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la localizacién de las mitocondrias. Esta co-lazalion parcial puede deberse a que la fusion del
fragmento VC- de Venus en el extremo carboxilo beainde las proteinas “solo-BH3” dificulta su
translocacion a la mitocondria 0 a que estas ioté&aes tienen lugar en otras localizaciones
subcelulares, como el reticulo endoplasmico, ea cogmbrana se ha detectado la presencia de las tres
subfamilias de proteinas de la familia BEF2

Como se ha indicado en la Introduccién, hastadhdese han propuesto varios modelos de activacion
para Bax y Bak en los que las proteinas “solo-Bp@ecen desempefiar un papel importante. Los
resultados obtenidos en el bloque anterior, equesse ha visto que las proteinas “solo-BH3” estal
interacciones con las proteinas anti-apoptoticadyig ser un camino para la activacion de Bax y, Bak
los cuales serian activos de manera constitutiva pe encontrarian inhibidos por su union a las
proteinas anti-apoptéticas hasta que las protefea®-BH3" interrumpieran estas uniones y
neutralizaran a los miembros anti-apoptéticosréibdo a Bax y Bak activados, que podrian llevar a
cabo la permeabilizacion de la membrana mitocohdxerna (modelo de desplazamieR&}. No
obstante, también se ha descrito que algunas derdésinas “solo-BH3” también son capaces de
interaccionar con los miembros pro-apoptéticos ichahinio, distinguiendo asi entre proteinas “solo-
BH3” activadoras, que podrian interaccionar tantolas proteinas anti-apoptéticas como con Bax/Bak,
y las “solo-BH3” sensibilizadoras, que Unicamenteriaccionarian con los miembros anti-apoptéticos
para liberar a las activadoras y que estas seami&Bax/Bak para impulsar la permeabilizaciénade |
membrana mitocondrial externa (modelo direété.

Por lo tanto, con el fin de ayudar a definir el a@@smo mediante el cual se activan las proteiras pr
apoptéticas multidominio, se examino la capacidadnderaccion de Bim, PUMA y Noxa con las
proteinas pro-apoptoéticas multidominio Bax y Balkdraate la técnica BiFC, utilizando las proteinas
de fusion que poseian el fragmento VN- o VC- deugesmisociado al extremo amino de Bim, PUMA,
Noxa, Bax y Bak (Fig. 4.9).
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Figura 4.9. Analisis mediante BiFC y citometria de flujo de lasnteracciones entre las proteinas “solo-BH3"
Bim, PUMA y Noxa, y las proteinas pro-apoptéticas mitidominio Bax (A y B) y Bak (C y D). Se sembraron
2,5-10 células Hela en placas de 48 pocillos, las cusgesansfectaron a las 24 horas con el veattRFEP-
TMD-Bcl-X | y las construcciones adecuadas para obtenerdesimas de fusion de interés, segun se indica en el
apartado 3.2.4 de Materiales y métodos. Por Ultinas, otras 24 horas, se determind el porcentajechigas
Venus positivas/porcentaje de células mRFP positipay C) y la relacion entre la intensidad de feszencia
media de Venus y mRFP (B y D). Los resultados sediant SD de 4 a 6 experimentos independientes.
*p <0,05; *p<0,01; **p<0,001.

Estos resultados reflejan que las tres proteinale-BH3” utilizadas en este trabajo son capaces de
formar complejos en un porcentaje moderado de alabn las dos proteinas pro-apoptoticas
multidominio, Bax y Bak. No obstante, parece quessomplejos son mas abundantes cuando estas
proteinas interaccionan con Bak, ya que la proporge células que los contienen es mayor que &s qu
poseen complejos con Bax (40-80 % frente a 35-667%) 4.9A y C). Por otra parte, la proporcion de
células que albergan complejos y la intensidadudedscencia emitida varian entre las combinaciones
estudiadas segun la disposicion relativa de lagrfeantos VN- y VC- de Venus respecto a las proteinas
de estudio, un factor limitante que también sediaadado en las combinaciones de las proteinas-“sol
BH3” con las proteinas anti-apoptéticas. Estagelifeias son mas acusadas cuando se evalla la sefal
fluorescente emitida por cada pareja de combinasiolegando a registrar valores casi 10 veces
superiores (Fig. 4.9D) en algunos casos. En cana@atel caso de las combinaciones con Bak, lariusi
del fragmento VN- a Bim, PUMA y Noxa facilita larfoacion de complejos en una mayor proporcion
de células y una frecuencia de interaccidon derateimas superior a la detectada con la combinacién
de las proteinas “solo-BH3” fusionadas al segm&t@e de Venus (Fig. 4.9C y D). Por su parte, la
combinacion de estas proteinas con Bax muestraadgeariaciones, ya que la fusion de Bim y Noxa
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al fragmento VN- y la unién de PUMA al fragmento M0n las configuraciones que permiten detectar
una mayor proporciéon de complejos; sin embargtydedbn de VN- a Bim y PUMA es la que permite
detectar una mayor sefial fluorescente, mientrasegtee es muy similar cuando se utilizan ambas
configuraciones de Noxa, siendo algo mayor la sefidtida por la combinacion de VCNoxa/VNBax
(Fig. 4.9A y B). Por lo tanto, las fusiones compégnarias a las nombradas para cada combinacion son
menos eficientes en la formacién de complejos Yaefrecuencia de interaccion de las proteinas,
probablemente debido a la manifestacién de impedimseestéricos que obstaculizan la interaccion
entre las proteinas de estudio o la complementalgda fluorescencia de los dos segmentos de Venus.
No obstante, no se observan diferencias signifiaaten la intensidad de fluorescencia emitidehata

de fusionar el fragmento VN- o0 VC- a Noxa.

Las tres proteinas “solo-BH3" interaccionan maseggamente con Bak cuando estas se fusionan al
fragmento VN- de Venus, siendo Noxa la que se onentayor afinidad a esta proteina pro-apoptética
multidominio, tal y como indican las intensidadesfldorescencia detectadas; sin embargo, en el caso
de Bax, parece que PUMA muestra una mayor afinpaaicella que el resto de proteinas “solo-BH3”
(Fig. 4.9B y D). Por lo tanto, esta preferenciairtteraccion por Bak se podria relacionar con una
frecuencia de interaccion superior a la que puadsedcon Bax.

Tras el andlisis por citometria, los complejos fados que emiten una mayor sefal fluorescente, la
morfologia de los nacleos y la zona en el que tidngar estas interacciones en el interior celséar
observaron mediante microscopia confocal de fleeresa (Fig. 4.10 y 4.11).

Hoechst 33342 Venus mRFP Superposicién

Figura 4.10. Localizacion subcelular de los compleg formados entre la proteina pro-apoptotica Bax Yas
proteinas “solo-BH3” Bim (A), PUMA (B) y Noxa (C). Para cada combinacién, se sembraron“céllas
HelLa por pocillo en tres placas de 24 pocillos,acado de los cuales contenia un cubreobjetos dart3
Transcurridas 24 horas, las células se transfectaon el vector pmRFP-TMD-Bcl+Xy las construcciones que
daban lugar a las proteinas de fusion de inteegsirsse indica en el apartado 3.2.4 de Materiateétgdos. Tras
otras 24 horas, los ndcleos se marcaron con laaddndchst 33342, las células se fijaron con paraittehido
al 4 % vy, posteriormente, los cubreobjetos se gxtra de los pocillos y se colocaron sobre portiolj que
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contenian una gota de Fluoromount-G. Finalment&rsaron imagenes de distintos campos de las nasestr
un microscopio confocal de fluorescencia FluoViewiBi. Escala: 50 pm.

Una vez mas, las imagenes de microscopia confagedtnan que las células observadas se encuentran
en buen estado, ya que la morfologia de sus nuekensrmal (Fig. 4.10 Hoechst 33342). En cuanto a
los complejos formados entre las proteinas “sol@Bylas proteinas pro-apoptéticas multidominio,
estos presentan una distribucion siguiendo un painditeado por toda la célula (Fig. 4.10 Venus), lo
que sugiere una localizaciéon mitocondrial si se gama con la distribucion de la mRFP (Fig. 4.10
MRFP), ya que la superposicion de ambas sefialgs 4Ri0 superposicion) indica una buena co-
localizacion de ambas sefiales.

En uno de los trabajos previos realizados en astgadtorio, observaron que las interacciones de KUM
y Bax tenian lugar en la mitocondria, de acuerdo distribucion punteada en las células, mientuas g
Noxa mostraba una localizacién parcial en la mitdcia. Por su parte, en el caso de Bim, la intédacc
con Bax se producia predominantemente en el ditBsBlor otra parte, en el otro trabajo, se observé
una distribucion preferentemente mitocondrial perdos los complejd8l. Las diferencias en la
localizacién de los complejos entre estos trabgjelspresente puede deberse a la disposicionvalati
de los fragmentos de Venus con respecto a lasipastde estudio.

Hoechst 33342 Venus mRFP Superposicidn

Figura 4.11. Localizacién subcelular de los comples formados entre la proteina pro-apoptética Bak yas
proteinas “solo-BH3” Bim (A), PUMA (B) y Noxa (C). Para cada combinacién, se sembraron“céllas
Hela por pocillo en tres placas de 24 pocillosaaanb de los cuales contenia un cubreobjetos deni3Pasadas
24 horas, las células se transfectaron con el vpotRFP-TMD-Bcl-X y las construcciones que daban lugar a
las proteinas de fusién de interés, de acuerdo explicado en el apartado 3.2.4 de Materiales yodust.
Transcurridas otras 24 horas, los nlcleos se nwaraan la sonda Hoechst 33342, las células seffijaon
paraformaldehido al 4 % vy, posteriormente, los eobjetos se extrajeron de los pocillos y se cototaobre
portaobjetos que contenian una gota de FluoromBufRinalmente, se tomaron imagenes de distintopoame

las muestras en un microscopio confocal de flueresa FluoView FV10i. Escala: 50 um.
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Por lo general, las células en las que se estadidtéraccion de las proteinas “solo-BH3” con Bak
también mostraban una morfologia nuclear norma. @il1 Hoechst 33342), indicativa de que estas
células se encontraban en buen estado antes dmaanf De nuevo, los complejos formados se
distribuyen por toda la célula siguiendo un patpamteado (Fig. 4.11 Venus), que sugiere una
localizacién mitocondrial de los mismos al compasta distribucion con la observada para la pratein
MRFP (Fig. 4.11 mRFP), detectandose una co-locazamuy buena de ambas sefiales (Fig. 4.11
superposicion).

Si estos resultados se comparan con los obtenitdgseestudios realizados anteriormente en este
laboratorid®**Y, en todos ellos se identifica un patron punteada [a localizacién de estos complejos,
que coincide con la distribucion de las mitocorglga la célula, lo que sugiere que las interacesidee

las proteinas “solo-BH3” con Bak tienen lugar ete esganulo.

Con los datos obtenidos en el presente trabajoesofmsible conocer la localizacion subcelularaen |
gue tienen lugar las interacciones estudiadagmbargo, no es posible determinar si la interacd&n
las proteinas “solo-BH3” con Bax/Bak induce algiiergo apoptotico temprano. Ademas del marcaje
con MitoTracker Red, que podria indicar que lasileél se encuentran en estadios iniciales de la
apoptosis, tal y como refleja la caida del potdndgamembrana mitocondrial en los dos trabajos
anteriores, en los que se utilizé esta sonda gardificar las mitocondrias, también es posiblediat

si se ha desencadenado la muerte celular mediaanélisis de los niveles de apoptosis en auseietia
inhibidor de caspasas z-VAD-fmk, o bien a travdswiercaje del citocromo ¢, que informaria sobre su
localizacién subcelular cuando se producen est@&saitiones, localizdndose en las mitocondrias
cuando estas mantienen su integridad, o saliendtoabl como consecuencia de la formacién de poros
en la membrana mitocondrial externa debido a laaagin de Bax/Bak activos.

Al comparar estos resultados con los obtenidosadajps previos en este laborat6tieH, a los que se

ha hecho referencia en varias ocasiones, se obgeevBim, PUMA y Noxa también son capaces de
interaccionar con Bax y Bak, aunque forman complgga un porcentaje inferior de células en
comparacion con el presente trabajo (valores ehtt® % y el 60 %). Por lo tanto, de estos trabsgos
concluye que estas tres proteinas “solo-BH3” pueddmar como activadoras y sensibilizadoras. No
obstante, en uno de estos trabajos se observéstpge moteinas preferian interaccionar con Bak en
lugar de con Bax, aunque en conjunto, Bim intemaatba principalmente con estas proteinas, mientras
que PUMA, y en menor medida Noxa, lo hacian coptaginas anti-apoptéticas, lo que indicaba que
la funcion principal de Bim era la de activadoraditerencia de PUMA y Noxa, que actuaban
preferentemente como sensibilizad&tasPor el contrario, en el segundo trabajo, se vie las tres
proteinas “solo-BH3” formaban complejos mas eficaate con Bax que con Bak, aunque a nivel
global, Bim mostraba una especificidad similar [a& proteinas anti-apoptoticas y pro-apoptoticas
multidominio, lo que implicaria que desempefa upepae proteina activadora y sensibilizadora de
forma equitativa; sin embargo, PUMA y Noxa mos#aaruna mayor preferencia por actuar como
proteinas sensibilizadofzié

Por otra parte, en dichos trabajos también se an@luas interacciones que establecian las preteina
anti-apoptoticas Bcl-2, Bcl-Xy Mcl-1 con Bax y Bak, siendo esta una caractesististintiva entre el
modelo directo y el de desplazamiento, ya queiglgyo de ellos no contempla estas interacciones. De
este modo, observaron que las proteinas anti-apasdaungque interaccionan con Bax y Bak, muestran
una mayor afinidad por las proteinas “solo-BH3".
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Los resultados obtenidos en este trabajo, compsu@amolos obtenidos en el bloque anterior, ponen de
manifiesto la formacién de complejos con Bax y Bakun menor porcentaje de células que con las
proteinas anti-apoptoticas. Sin embargo, a pesguedda intensidad de fluorescencia detectada para
Bim y PUMA muestra una mayor afinidad por las pirede anti-apoptéticas, especialmente por Bcl-2,
en el caso de Noxa, aunque parece que en gemataétase une de forma mas especifica a las preteina
anti-apoptéticas, la afinidad por Bcl-2 y Bak awikir. Por lo tanto, estos resultados sugierenlagie
tres proteinas “solo-BH3” pueden actuar como adtivas y sensibilizadoras, ya que son capaces de
establecer interacciones con los miembros antita@fiops y pro-apoptéticos multidominio, aunque se
deduce que el papel principal de Bim y PUMA eseeptbteinas sensibilizadoras, neutralizando a las
proteinas anti-apoptoéticas, mientras que Noxa Hetymeferentemente como activadora segun este
trabajo. Estos datos parecen contrastar con vasinglios previos en los que Bim se considera como
una proteina activadora, mientras que coincideguenPUMA y Noxa, las cuales se han considerado
inicialmente como proteinas sensibilizadoras, poedairse a los miembros pro-apoptoéticos
multidomino, otorgandoles el papel de proteinavadorad®?t,

En conjunto, la amplia variedad de resultados athbsnentre los tres trabajos puede deberse a la
disposicion relativa de los fragmentos de Venupae® a las proteinas de estudio utilizada en cada
caso. Por otra parte, aunque faltan por evaluanakycombinaciones diferentes a las utilizadastes e
tres trabajos, la existencia de interacciones elageproteinas “solo-BH3” y las proteinas anti-
apoptoticas y Bax/Bak, asi como las interacciomens frecuentes) de las proteinas anti-apoptoticas
con las pro-apoptéticas multidominio, sugierenlgiactivacion de Bax y Bak puede tener lugar aégav
de un modelo que aune caracteristicas del modedotdiy del de desplazamiento, como pueden ser el
modelo “embedded together” o el modelo unificado.

En conclusion, las interacciones que se establemiea las proteinas “solo-BH3” Bim, PUMA y Noxa
con las proteinas anti-apoptoéticas Bcl-2, BelyXMcl-1 y las proteinas pro-apoptoticas multidoimin

se han estudiado en presencia de z-VAD-fmk, urbidar general de caspasas que retrasa la muerte
celular. Por lo tanto, seria interesante estudimmiismas interacciones cuando este compuesto esta
ausente con el objetivo de obtener informacioncacde como interaccionan estas proteinas entre siy
de determinar el papel de cada una en la apoptosis.

Puesto que las interacciones estudiadas en ehdpanterior constituyen uno de los procesos dave
la regulacion de la via intrinseca de la apoptssidia analizado la forma en la que estas intenesi
se ven afectadas cuando las células se tratarosamugévos miméticos BH3: A-1155463 y A-1210477,
inhibidores selectivos de Bcl¥ Mcl-1, respectivamente.

En primer lugar, se realizaron ensayos de curvsis-despuesta con estos farmacos en las células HelL
con el fin de determinar las concentraciones &atien el estudio de las interacciones, segundiesai

en el apartado 3.5 de Materiales y métodos. Desttatadosis testadas, se eligio 10 uM para ambos
compuestos, ya que a esta concentracion no sevahseefecto citotoxico importante, lo que todavia
permitiria la deteccidn de interacciones.

44



Tras esto, los experimentos de BiFC con estos cestpsi se realizaron siguiendo el mismo protocolo
descrito en los apartados anteriores, pero ercaste cada farmaco se adicion6 por duplicado a cada
combinacion, dejando controles para cada una ds. dlor ultimo, se determiné la relacion relativa
entre la intensidad de fluorescencia media de VgnukFP en cada combinacion con el inhibidor
correspondiente respecto a las células contrals gulie se ha asignado un valor de intensidadvaelati
de 1 (Fig. 4.12).
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Figura 4.12. Andlisis del efecto de los inhibidoreselectivos de Bcl-X (A-C) y Mcl-1 (D-F) en la formacién

de complejos BiFC entre las proteinas “solo-BH3Bim, PUMA y Noxa y las proteinas anti-apoptéticas y
pro-apoptéticas multidominio. Se sembraron 2,5-46€lulas por pocillo en placas de 48 pocillos auas 24
horas, se transfectaron, con el vector pmRFP-TMBXBcy las construcciones adecuadas para obtener las
proteinas de fusién de interés, siguiendo el podtodescrito en el apartado 3.2.4 de Materialesttodos. A
continuacion, se afiadieron ambos inhibidores aconaentracién de 10 uM por duplicado y se dejaninaa
durante 24 horas. Finalmente, se determin0 laiégi@elativa entre la intensidad de fluorescencigiade Venus
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y mRFP, asignando a las células control un valon@msidad relativa de 1. Los resultados son med® de 2
experimentos independientes por cada proteina-Bd®'. * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001.

A la vista de estos resultados, se puede verifigarel inhibidor de Bcl-Xes especifico de esta proteina,
ya que la sefial de fluorescencia emitida por lospdejos formados entre las proteinas “solo-BH3” y
VN/VCBcl-X . cae aproximadamente a la mitad, mientras que napez de impedir la interaccion de
las “solo-BH3” con el resto de las proteinas aptfaoticas. El hecho de que la interaccion de Bel-X
con las proteinas “solo-BH3” se reduzca en preadaieieste inhibidor implica que Bcl-Yteracciona
con ellas a través de su dominio BH3. Por otraepabria esperar que las proteinas “solo-BH3”
aumentaran su interaccion con Bax y/o Bak cuandiagpiea su unidon con Bcl:Xun fenbmeno que

se deduce del aumento importante en la sefial cente para la combinacion de las proteinas “solo-
BH3” con Bax/Bak. Sin embargo, este incrementosestadisticamente significativo con ninguna de
las configuraciones, exceptuando la combinacion YMR/VCBax, para la que si se observa un
aumento significativo en dicha sefial. Por lo tae$tg sugiere que PUMA interviene en la via apajatot

a través de la activacion de Bax cuando su intgnacon Bcl-X es interrumpida. Por otra parte, la
ausencia de un aumento en la sefial fluorescentke pigberse a la unién de las proteinas “solo-BH3”
libres y las multidominio enddgenas con las fussowie Bax/Bak y las proteinas “solo-BH3”,
respectivamente, compitiendo con las fusiones gueptementan la fluorescencia. Si esto fuera asi,
podria existir un incremento en las interacciormdgedas proteinas “solo-BH3” y Bax/Bak que no se
estuviera detectando mediante la técnica BiFC,ugalas proteinas enddgenas no tienen fusionado el
fragmento de Venus correspondiente.

Por su parte, el inhibidor de Mcl-1 afecta minimateex la interaccion de esta proteina con Bim, PUMA
y Noxa, sin provocar cambios significativos, lo guagece indicar que el mimético BH3 A-1210477 no
es especifico para Mcl-1. Esta observacion paneitareen conflicto con el efecto tedrico que praoc
este farmaco, ya que cabria esperar que estedohilsiterrumpiera, en mayor o menor medida, las
interacciones entre las proteinas “solo-BH3” y Mickin embargo, con estos resultados no se puede
concluir que este compuesto sea incapaz de unikdel-a. De hecho, en un estudio reciente se ha
descrito que este compuesto se une con gran afinigata proteina, y ademas, se determiné mediante
un sistema de doble hibrido adaptado a célulasaseifero que es capaz de interrumpir la interaccion
de Bim y Noxa con esta proteina anti-apoptéficdna razén que explicaria el motivo por el qus@o
observan variaciones en la interaccion de las imase'solo-BH3” con este compuesto puede ser que
la union del mimético BH3 a Mcl-1 conlleva cambammformacionales que mantienen la interaccion
de esta proteina anti-apoptética con Bim, PUMA x&daciendo que las interacciones tengan lugar a
través de una region distinta al bolsillo hidrofdibide esta proteina anti-apoptética, e incluso las
proteinas “solo-BH3” podrian interaccionar con Ncktravés de una region distinta al dominio BH3.
No obstante, la suposicion de que las interaccisa@soduzcan a través de regiones distintas ahétmm
BH3 parece contrastar con lo descrito en un tratajeste laboratorio, en el que se observd que la
delecién del dominio BH3 de Bim y PUMA implicabaaudisminucidén en el porcentaje de células
capaces de generar los complejos y en la intensiddtliorescencia emitida por los misfBsSin
embargo, esta observacion y la hipétesis plantagda no son excluyentes, sino que, en conjunto,
pueden indicar que el dominio BH3 de las protefeab-BH3” es necesario para que se produzca su
interaccion con Mcl-1.
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Por otra parte, a diferencia de lo que ocurre ¢amhéidor de Bcl-X, el inhibidor de Mcl-1 potencia
algunas de las interacciones de las proteinas-BdR' con el resto de miembros anti-apoptoticos de
la familia Bcl-2, tal y como indica el aumento sfgrativo de la sefial fluorescente para la comhimac
de Bcl-X_ con Bim y Noxa, y también en el caso de VNBim/VGBcAdemas, las tres proteinas “solo-
BH3” aumentan de forma considerable su interaccaimBax, y en el caso de VCNoxa, también con
VNBak. Este aumento de interacciones podria deladiesenion del inhibidor de Mcl-1 con la proteina
Mcl-1 enddgena, evitando que esta proteina intemaeaon las proteinas “solo-BH3” de fusion, de
manera que estas podrian aumentar su interaccibfas@roteinas anti-apoptoticas o con Bax/Bak
segun su afinidad. Otra posibilidad es que la iokibh de Mcl-1 indujera un incremento en la expgiasi
de las proteinas “solo-BH3", el cual favoreceritags$nteracciones, aunque en este caso, habria que
verificar dicho aumento en la expresion. Estosltadas indican que Bim y PUMA prefieren actuar en
la via apoptética a través de Bax cuando estamiesel2101477, mientras que Noxa podria intervenir
uniéndose tanto a Bax como a Bak. Este incremesria #dgico si las interacciones con Mcl-1 se
redujeran, ya que las proteinas “solo-BH3" queddifaes para interaccionar con Bax/Bak o con otras
proteinas anti-apoptoticas.

Puesto que A-1155463 y A-1210477 son compuestoshguesido desarrollados recientemente, la
evaluacion de su especificidad, potencia y eficac&ba de comenzar. De hecho, todavia no se han
publicado trabajos en los que se estudie el etlttmhibidor selectivo para Bclén las interacciones
gue se producen entre las proteinas de la fantgli& Bnientras que si se ha realizado algun esemio

el que se evallan las consecuencias que conllewaseldel inhibidor de Mcl-1 sobre estas
interaccione®, las cuales han sido comentadas en lineas aeridin embargo, pese a la ausencia
de estudios con el inhibidor de BclXexisten algunos trabajos en los que se ha evakiagfecto de
distintos miméticos BH3 sobre las interaccionesegmtoteinas de esta familia. En uno de estosiestud
se vio que ABT-737 inhibia de forma selectiva l@nrde Bad y tBid a Bcl-Xy Bcl-2 en las células
MCF-7 (cancer de mama), mientras que no era caperatrumpir la unién de Bim con estas proteinas
anti-apoptéticd®. Sin embargo, si se compara el efecto del inhitsdtectivo de Bcl-X con el efecto
observado en un trabajo realizado en este lab@#@tbren el que se analizo, entre otros, el efecto de
ABT-737 sobre las misma linea celular que en edgnte trabajo, se observa que A-1155463 inhibe de
forma especifica a Bcl«X a diferencia de ABT-737, que incluye entre suaé a Bcl-2, Bel-Xy
Bcl-w, y que ademds es capaz de bloquear la urédactiX, a Bim, PUMA y Noxa, mientras que
ABT-737 no era capaz de inhibir la interaccion @&X. con PUMA.

En resumen, los resultados derivados de este eshalitan que A-1155463 inhibe de forma selectiva
la interaccion de las proteinas “solo-BH3” con Bela través del dominio BH3; sin embargo, al quedar
libres estas proteinas, no se observa una mayaation de estas con ninguna de las proteinas pro-
apoptéticas multidominio, exceptuando a PUMA, quen@nta su interaccion con Bax. En el resto de
los casos es posible que la interaccion se proderica una de las fusiones y las proteinas endégena
pero, como se ha mencionado anteriormente, estpgaten detectase mediante la técnica BiFC. Por
otra parte, A-1210477, lejos de inhibir la inteiénale Mcl-1 con las proteinas “solo-BH3”, no muast
ningun efecto sobre dichas interacciones, lo quiipondicar que estas interacciones se producen a
través de una region distinta al bolsillo hidrof@bde Mcl-1, e incluso a través de una zona diferah
dominio BH3 de las proteinas “solo-BH3", aunque ekiminio seria necesario para que se produjeran
dichas interacciones. Asimismo, la presencia de iakibidor potencia la interaccion de las protgina
“solo-BH3” con Bax, y en el caso de Noxa, también Bak, lo que indica que tanto Bim como PUMA
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actuarian en la via apoptética a través de Baxjtraie que Noxa podria hacerlo a través de Bax y Bak
Por otro lado, también se favorece la interaccéBitn con Bcl-2 y Bel-X y de Noxa con Bcel-Xa
pesar de que la interaccion de las proteinas ‘BbI8* con Mcl-1 no se interrumpen.

Por lo tanto, para confirmar todas las observasioneonclusiones extraidas de estos ensayos, se
deberian repetir los experimentos, y también sg@datuno realizar estos ensayos con distintos rtegan
para determinar las regiones de cada proteinadatas en las interacciones. Por otra parte, también
seria necesario llevar a cabo este andlisis es tadaombinaciones posibles derivadas del cangio d
localizacién del fragmento fluorescente de Venuspeeto a la proteina de estudio con el fin de
minimizar los posibles impedimentos estéricos qee psidieran producir en alguna de las
combinaciones, que distorsionarian el nivel reahtiraccion observado. Incluso se podrian estudiar
estas interacciones utilizando una metodologiinthstcomo por ejemplo la co-inmunoprecipitacion o
mediante el sistema de doble hibrido aplicado énastde mamifero, que permitieran complementar
los resultados obtenidos.

Durante los ultimos afios se han realizado multiei@studios, tantm vitro comoin vivo, en los que

se analizaban la potencia, eficacia y toxicidadigiéntos miméticos BH3 en una gran cantidad ceakén
celulares tumorales y diversos modelos precliniedacluso algunos de ellos estan siendo evaluados
actualmente para su aplicacion en la clinica. ba ta familia de miméticos BH3, algunos como ABT-
737 y sus analogos han sido ampliamente caraalegzanientras que otros como A-1155463 y A-
1210477, inhibidores selectivos de Bal-X Mcl-1, respectivamente, han aparecido recientéeng,

por lo tanto, han sido menos estudiddosPor ello, se decidié evaluar, por una parte,ot¢mcial
terapéutico de estos nuevos inhibidores en la tiskdar A549 (Fig. 4.13A), el cual se comparé|aen
medida de lo posible, con el que mostraban ABT-({i@Bibidor especifico de Bcl-2) y ABT-737
(inhibidor de Bcl-2, Bcl-Xy Bcl-w) en la misma linea celular. Asimismo, seayaron los nuevos
miméticos BH3 en las lineas RPMI 8226, U266 y MM .l&que se ha visto que el mieloma multiple
es un tipo de neoplasia que sobreexpresa Mcl-1wEh@s casos, mientras que otras veces son mas
dependientes de Bcl-2 o Bel% 7% Por ello, se decidi6 comprobar su accién pro-ajima en
dichas lineas (Fig. 4.13B y C) y comparar los taslals obtenidos aqui con los publicados en uniestud
reciente.
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Figura 4.13. Sensibilidad de las células A549 (A)as células RPMI 8226, U266 y MM.1S (B y C) a difentes
miméticos BH3.Se sembraron 5-1@élulas A549 por pocillo en dos placas de 24 iy a las 24 horas, se
afiadieron los miméticos BH3 ABT-199, ABT-737, A-5263 y A-1210477 (A) a las concentraciones sefialada
en las graficas, dejando 4 pocillos como contrataaa placa y afiadiendo DMSO a dos de ellos paraatiaar

los datos. Por otra parte, se sembraron enfrg 1(5- 16 células RPMI 8226, U266 y MM.1S por pocillo en dos
placas de 48 pocillos a las que se adicionarocdagpuestos A-1155463 (B) y A-1210477 (C) por dguw a
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las concentraciones indicadas en las graficasndejdos pocillos por linea celular como controtada placa.
Tras 48 de tratamiento, las células se marcaronAcexina V-APC para analizar la fluorescencia esaitpor
citometria de flujo. Los resultado son media + ®2dkxperimentos independientes, pero en el cass délulas
A549, estos resultados se corresponden con los datenidos tras la normalizaciéon con DMSO.

En cuanto a las células A549, estos resultadostranasn escaso efecto citotdéxico de ABT-199 y del
inhibidor especifico para Mcl-1 como agentes unicassando la muerte de alrededor del 10 % de las
células a la concentracion mas elevada (20 pM dosmasos), mientras que ABT-737, y en menor
medida, el inhibidor selectivo de Bcl-Xpromueven la apoptosis de un porcentaje maymetigas
cuando se utiliza la méxima dosis, que varia eit2® % y el 60 % en el caso de ABT-737 a 20 uM, y
entre el 5y el 20 % para el inhibidor de Bel-X 10 pM. Estos resultados sugieren que el papel de
Mcl-1 en la supervivencia de la linea celular A®$9muy discreto, ya que el porcentaje de muerte
celular detectado no es significativo cuando sibela funcion anti-apoptotica de esta proteinaie

es indicativo de que existen otras proteinas deevienen en este proceso. En concreto, pareckasjue
células A549 tienen una fuerte dependencia de BgaXa sobrevivir, ya que los inhibidores de esta
proteina son los mas téxicos para esta linea celtdhy como se ha demostrado en el apartado 4.3 y
en trabajos anterioréy, los inhibidores de Bcl-Ximpedirian su funcién anti-apoptoética, liberanas |
proteinas pro-apoptéticas que se encontraban urddafia, de manera que se desencadena la
apoptosi8®. No obstante, el hecho de que la eficacia de ABT<ea mayor que la observada para el
inhibidor de Bcl-X parece revelar que estas células se valen, enrmeatida, de otras proteinas anti-
apoptéticas para protegerse de la apoptosis, yaidmenuerte de las células dependiera Unicantnte
Bcl-X., deberia observarse un efecto citotoxico simieambos compuestos. Puesto que ABT-737 es
capaz de inhibir a Bcl-2 y Bcl-w ademas de a Bgl-e6 muy posible que una de estas dos proteinas
ayude a Bcl-X en la proteccion frente a la apoptosis. En el ais®cl-2, su inhibicion especifica
mediante ABT-199 no parece mostrar un efecto popipico, mientras que al no disponer de
inhibidores selectivos para Bcl-w, no se ha podisknidiar el papel de esta proteina en la apoplesis
estas células. En cualquier caso, para comprobamdicacion de estas dos proteinas en la
supervivencia de las células A549, seria necesantinar el inhibidor especifico de Bcl-Xon el de
Bcl-2 y, en el caso de que existiera, con el dewBd dosis crecientes para comparar el nivel de
mortalidad inducido en estos casos con el observaaiodo ABT-737 actua en solitario.

En cuanto al efecto de A-1155463 y A-1210477 edifesas de mieloma multiple, se observa que el
nivel de muerte basal estaba en torno al 29 %secélalas RPMI 8226, el 19 % en las células U266, y
el 15 % en las células MM.1S. En el caso de ladiltimeas lineas celulares, estos valores se innluye

dentro del nivel de muerte basal aceptable pareélatas en suspension (del 15-20 %), mientras que,
en el caso de las células RPMI 8226, el valor atitese aleja del rango indicado.

Por otra parte, respecto a la accion de los farmanocestas lineas celulares, el inhibidor de Bcl-X
muestra un efecto citotoxico mas potente que d@iddr de Mcl-1 a las mismas concentraciones en las
tres lineas celulares (Fig. 4.13B y C). De hecleonacesitan dosis mas elevadas de este ultimo
compuesto para alcanzar niveles de muerte celuldlages a los obtenidos con el inhibidor de Bel-X

a las dosis méas elevadas. No obstante, cada l#lakarcresponde de forma diferente a ambos
compuestos. En concreto, las células RPMI 8226 trareana sensibilidad intermedia al inhibidor de
Bcl-X., alcanzando niveles de muerte celular cercand® &o con la concentracion mas elevada
(2,5 uM) (Fig. 4.13B), mientras que son las célatgs sensibles a la accion del inhibidor de Mcl-1,
con el que se observa una muerte celular de aledksd 50 % al utilizar la dosis mas alta (10 uM)

49



(Fig. 4.13C). En el caso de las células U266, extefdel inhibidor de Bcl-Xes reducido, causando la
muerte de, aproximadamente, el 20 % de las céulasiosis mas elevada (Fig. 4.13B); sin embargo,
esta linea celular presenta una sensibilidad itéianal inhibidor de Mcl-1, con el que se observan
niveles de muerte celular maximos de en torno &3Fig. 4.13C). Por su parte, las células MM.1S
son las mas sensibles al inhibidor de Bcl]¥a que este provoca la muerte de alrededor dé @6 las
células cuando se utiliza la concentracion mas(Bita 4.13B), mientras que son bastante resistente
la accion del inhibidor de Mcl-1, que solo es cag@inducir muerte en un 10 % de estas células a la
dosis mas elevada (Fig. 4.13C). Por lo tanto, efdtiss solo permitieron determinar la concentraaion
la que estos farmacos inducian la muerte del 50C4) de las células tras 48 horas de actuacion en el
caso del inhibidor de BclXen la linea celular MM.1S (Lsg= 0,1uM) y del inhibidor de Mcl-1 en las
células RPMI 8226 (L& = 9,1 uM). En el resto de los casos, no se lleglz@nzar un porcentaje de
muerte celular del 50 %, por lo que estas concentras no se pudieron calcular.

Estos resultados se pueden comparar con los pabdiean un trabajo reciefitéen el que, entre otras
cosas, ensayaron el nuevo inhibidor selectivo deXBe&n un panel de 25 lineas celulares de mieloma
multiple y, ademas, probaron el novedoso inhibekpecifico de Mcl-1 sobre dos lineas celulares de
mieloma dependientes de esta proteina. Los enssyekpanel de lineas celulares indicaron que las
células RPMI 8226 y MM.1S, entre otras, eran mungides al inhibidor de Bcl-X(ICso a las 48 horas

de 0,1-0,5 uM y 0-0,1 uM, respectivamente), mientnae las células U266 eran resistentes a la accion
de este compuesto @Ca las 48 horas superior a 5 uM). Desde el puntuiste cualitativo, estos
resultados coinciden con los obtenidos en estajrapues en ambos casos se observa que la linea
celular MM.1S es la més sensible al inhibidor deXBcy que las células U266 son las menos afectadas
por este farmaco, mientras que las células RPMb 8RRestran una sensibilidad intermedia. Sin
embargo, existen diferencias en el aspecto cutwitaya que algunas de las concentraciones
determinadas en este trabajo para inducir la mulrtéa mitad de las células ensayadas no estan
incluidas dentro de los rangos ded@efinidos en el citado estudio para este inhibidomo es el caso

de las células RPMI 8226 (k&> 2,5 UM frente a 1§ = 0,1-0,5 uM). Esta diferencia se debe,
principalmente, a que los parametros estudiadasnetodologia utilizada han sido diferentes en ambo
estudios, ya que en el presente trabajo se hazadalia muerte celular que inducian los inhibidores
mediante citometria de flujo, mientras que en eldis al que se hace referencia se ha determimado |
viabilidad celular tras el tratamiento a travésatedayo “CellTiter-Gla Por lo tanto, los resultados no
tienen por qué coincidir necesariamente, ya queiangs el andlisis con anexina se determina
exclusivamente la muerte celular, mientras quetemtgpo de ensayos como el “CellTiter-Glo” los
resultados dependen de la inhibicién del crecimigrde la muerte celular.

Por otra parte, este estudio revel6 que el inhibidloMcl-1 ejercia un efecto poco potente en las do
lineas celulares en las que se testgfG uM). Esta conclusion también se ha extraidosleesultados
obtenidos en el presente trabajo, donde se sdila pedido calcular la dosis necesaria para provacar
muerte del 50 % de las células en la linea ceRiRvI 8226, como ya se ha indicado anteriormente.

En resumen, el efecto citotdxico de los inhibidosetectivos de Bcl-Xy Mcl-1 es directamente
proporcional a la dosis ensayada y al tiempo deaaiin. Concretamente, las lineas celulares RPMI
8226 y MM.1S son mas sensibles al inhibidor de>)Bgllo que indica que esta proteina anti-apoptotica
estaria implicada en favorecer su supervivencia.e8ibargo, las células U266 muestran una mayor
sensibilidad al inhibidor de Mcl-1 a la dosis m#a,gor lo que su supervivencia dependeria, eromay
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medida, de esta proteina. No obstante, para carfifan implicacion de estas proteinas en la
supervivencia de estas lineas celulares, seriasamégeestudiar el papel de otras proteinas anti-
apoptoticas en este proceso, como Bcl-2, utilizantibidores especificos o mediante manipulacién
genética. Por otra parte, estos resultados poddastituir la base para estudiar la combinacion de
ambos inhibidores con otros farmacos tradicionatedistintas lineas de mieloma mdaltiple, estrategia
gue se esta evaluando actualmente en ensayo®slpaca distintos miméticos BH3 en varios tipos de
cancef®!,

Por ultimo, si se comparan los resultados obtenidwa cada tipo de linea celular a nivel geneeal, s
observa que las tres lineas de mieloma multipleceasiderablemente mas sensibles a los inhibidores
de Bcl-X_ y Mcl-1 que las células A549, lo que puede intetgmse como una mayor dependencia de las
células de RPMI 8226, U266 y MM.1S de Bgl-XX Mcl-1 para mantener su supervivencia que las
células A549, en las que podrian intervenir otrasefnas de la familia Bcl-2, como Bcl-w o la prapi
Bcl-2, para favorecer la supervivencia de estadas|tal y como se ha explicado anteriormente.

Una vez determinada la sensibilidad de las célst9 a los nuevos inhibidores de Bal-X Mcl-1,
estos se combinaron con los farmacos antimitétienasertib, vincristina, docetaxel y alisertib en

fin determinar si existe un efecto sinérgico al borarlos, un fendmeno que ya se ha observado en
diversos estudios al combinar estos antimitétiams diferentes miméticos BH3 en diversas lineas
celulares y en ensayas vivo?>43-41 En este caso, los experimentos se llevaron atedlyocomo se
indica en la Fig. 4.14.
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Figura 4.14. Sensibilidad de las células A549 a tigtos farmacos antimitéticos y su combinacién cofos
inhibidores selectivos de Bcl-Xy Mcl-1. Se sembraron 5-41@élulas por pocillo en placas de 24 pocillos. Tras
24 horas, se adicionaron diferentes farmacos aitiocos y los inhibidores especificos para BelyXMcl-1, o
bien los compuestos antimitéticos se combinaron eloprimer o el segundo inhibidor a las concentnaes
indicadas en las graficas, dejando un pocillo ceordrol. Los compuestos se dejaron actuar durghtedas vy,
finalmente, las células se marcaron con AnexinaRGApara analizar la muerte celular por citometeifligo. El
porcentaje representado es el incremento de célalsiivas para la Anexina V-APC respecto al cdntros
resultados son media + SD de 2 experimentos indiépates. *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

El andlisis del marcaje con Anexina V-APC confirmpde, a las concentraciones utilizadas, tanto
barasertib como alisertib inducian un bajo nivelderte celular (alrededor de un 10 %), que vitinds
era el compuesto con el que mas muerte celulatsetdba (en torno a un 40 %), seguida del inhibido
de Bcl-X_ y de docetaxel (aproximadamente, un 30 % y un 2i@ ¥huerte celular, respectivamente), y
que el efecto del inhibidor de Mcl-1 sobre las [E&WA549 era despreciable (Fig. 4.14).
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Dado que la muerte celular observada al utilizaosegompuestos como agentes Unicos a las
concentraciones elegidas no es demasiado elevaddecidid combinar cada antimitotico a estas
mismas concentraciones con los miméticos BH3 patexihinar si existia un efecto sinérgico entre cada
pareja de compuestos. Asi, tras 48 horas de tratdoncon estas combinaciones se analizo el marcaje
con Anexina V-APC, el cual determiné que la combida del inhibidor de Bcl-X con cualquiera de

los farmacos antimitéticos era muy eficaz, provaeala muerte de entre el 80 y el 90 % de las cglula
mientras que no se observaron diferencias sigtiffacmal combinar estos compuestos con el inhibidor
de Mcl-1 (Fig. 4.14). Pese al alto porcentaje denmteucelular detectado en todas las combinaciares ¢
el inhibidor de Bcl-X, parece que la estrategia mas efectiva es combsteuinhibidor con vincristina

y docetaxel. Esta mayor efectividad puede debegse @stos farmacos son capaces de inducir un ciert
nivel de apoptosis cuando actian en solitariofexaticia de barasertib y alisertib, cuya capacitad
induccion de muerte celular es bastante mas realuSidse comparan los resultados obtenidos con el
inhibidor de Bcl-X con los observados en un trabajo previo del labocaen el que se analizé la
sinergia entre barasertib y ABT-737, se observaededecto sinérgico es mas potente al combinar el
inhibidor que ABT-737 (80 % de mortalidad frentesal %, aproximadament&). La mayor sinergia
observada con el inhibidor de Bcl-¥dica que esta proteina es la que provoca pahognte este
efecto. La menor capacidad de inducir sinergianguestra la combinaciéon con ABT-737 puede deberse
a que este compuesto se une con una afinidad t@8 weenor a Bcl-Xque el inhibidor especifico.

En conjunto, estos resultados indican que existefecto sinérgico al combinar cualquiera de estos
farmacos antimitéticos con el inhibidor de Bal;X¥a que el nivel de mortalidad celular inducide po
las combinaciones es mayor que la suma de lositajes de muerte celular obtenidos con los farmacos
por separado. Por lo tanto, esta sinergia indicaéaBcl-X es una proteina clave para la supervivencia
de las células A549 cuando estas se tratan caaa@stinaciones. En cambio, no se observa est®efec
al combinar estos compuestos con el inhibidor delviclas concentraciones utilizadas, aunque cabe
la posibilidad de que se produzca sinergia si sdiffoan las concentraciones, por lo que, para
comprobarlo, se realizarian distintos ensayos dkilidad o muerte celular en los que se utilizaran
concentraciones crecientes de ambos tipos de catgsugin que estos lleguen a inducir una elevada
mortalidad cuando los farmacos se utilizan eneazabit

Los resultados del apartado anterior parecen sugeries Bcl-Xy no Mcl-1 la que interviene de forma
critica en la supervivencia de las células Ab4Mdoason tratadas con combinaciones de farmacos
antimitéticos y los nuevos miméticos BH3. La depemuia de estas células por Balémbién parecia
evidente al tratarlas con el mimético BH3 ABT-73¥mbinado con barasertib en un trabajo previo
llevado a cabo en este laborat8fipaunque no se llegé a determinar el nivel de aigmede esta
proteina anti-apoptotica en las combinaciones eRoy se evalud la expresion de Bal;Xasi como la

de Mcl-1 y Bim en células A549 tratadas con lognf&cos antimitéticos barasertib, vincristina,
docetaxel, el mimético BH3 ABT-737 y con combinaeie de este Ultimo con los anteriores (Fig. 4.15),
con el objetivo de conocer si la expresion de getatginas esta relacionada con la sensibilidddsle
células a estos farmacos y sus combinaciones.
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Figura 4.15. Expresion de las proteinas Mcl-1, Beti y Bim en células A549 sin tratar y tratadas con
distintos compuestos y combinaciones de los mism@&e realizaron extractos celulares de células alopntr
tratadas durante 48 horas con los fArmacos antiaugdbarasertib (Bara), vincristina (VCR) y doseta(Dctxl),
el mimético BH3 ABT-737, y con combinaciones deeastimo con los compuestos antimitéticos, utilidanas
concentraciones indicadas en la figura y siguiesigootocolo descrito en el apartado 3.6 de Md&siamétodos.
Finalmente, se analiz la expresion de Mcl-1 (AI-B. (B) y Bim (C), y se utilizd lai-tubulina como control
de carga (D). Los pesos moleculares de refereneiggso molecular de cada proteina (kDa) aparesfisados
en la margen izquierda y derecha de las imageaspectivamente. Las flechas azules hacen referanicia
formas fosforiladas de BcliXy Mcl-1.

En general, estas tres proteinas se expresan ar mayenor medida en las células A549 bajo todas
las condiciones experimentales estudiadas. Si senabel control de carga del segundo experimento
(Fig. 4.15Bo-tubulina), se puede ver que su expresion dismieaygresencia de vincristina, docetaxel,
ABT-737 y las combinaciones de este Ultimo con $eté y vincristina con respecto a las control.
Estas diferencias pueden deberse a diferenciaa eargja de proteina total, aunque en el caso de
vincristina, se ha visto en células neuronales lguiibulina se degrada como consecuencia de la
desestabilizacion de los microtibuiéls Con respecto a Mcl-1, su expresion parece aumahtaatar

las células con barasertib y ABT-737 si se comparala expresion de esta proteina en las células
control; por otra parte, su presencia disminuyexgbner a las células a vincristina, docetaxelg un
combinacion de ABT-737 con vincristina, y en elacde someterlas a una combinacion de ABT-737
con barasertib o docetaxel, los niveles de Mcl-hsamejan a los observados en las células control
(Fig. 4.15A Mcl-1). El hecho de que Mcl-1 sea midgraante cuando las células se tratan con bataserti
y ABT-737 indicaria que es un regulador importarda respuesta a estos farmacos; de hecho, se ha
visto que la sobreexpresion de Mcl-1 en célulasndanoma confiere resistencia al tratamiento con
ABT-737"4. Por otra parte, los bajos niveles de Mcl-1 detbas al utilizar vincristina, docetaxel y la
combinacion de vincristina con ABT-737 pueden debearuna degradacion de esta proteina durante el
arresto mitético, ya que en un estudio se ha \s® Mcl-1 se degrada a través de un mecanismo
dependiente del proteasoma en células HelLa y U2&®dgsarcoma humano) tras sufrir un arresto
mitético durante 2 horas debido a la accion de tegeanti-microtibulos, y que esta degradaciéniastar
inducida por la fosforilacion de Mcl-1 en su residthr92. Ademas, esta fosforilacién podria explicar
la presencia de una banda en la parte superiara@mbinacidén de vincristina con ABT-737 y, aunque
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mucho mas tenue y desdibujada, también parecevaloseren las células tratadas con vincri€ina
Por lo tanto, los bajos niveles de Mcl-1 detectaglo®stos escenarios sugieren que esta proteina no
interviene en la proteccion frente a la apoptosisicida por estos farmacos.

En cuanto a Bcl-X se observa una expresion elevada de esta prateirtadas las situaciones
ensayadas, incluido en las células control (Fitp 8cl-X.), lo que indicaria que los niveles basales de
Bcl-X. en las células A549 son elevados y que esta peosituaria como el principal regulador en
respuesta a todos los compuestos y combinaciosagadas. Estos elevados niveles de Bdiaxhbién

se detectaron en un estudio en el que se detemhipapel de Bcl-X y Mcl-1 en la respuesta al
tratamiento con vincristina, del que dedujeron lguelevada expresion de Bcl-Xegulaba la respuesta
celular al arresto mitético inducido por este fa&maya que si esta proteina se silenciaba, lasasélu
sufrian apoptosis tras 24 horas de tratamientovioamistind’®. Por otra parte, en todos los casos se
observa una doble banda que indica un mayor pekecutar y se corresponde con la proteina Bcl-X
fosforilada, aunque esta fosforilacion es menossadta en el caso de las células control. Esta
fosforilacion, que afecta a las proteinas anti-&ftayas, se ha sefialado que esta ligada a progesos
aspectos muy diferentes, como por ejemplo la Ipaeidn subcelular, la promocion o el
entorpecimiento de la supervivencia celular, amsto mitético como consecuencia de la actuacon d
compuestos antimitdticos, entre offdds En este caso, esta modificacion post-traduccipoalia
deberse al bloqueo en mitosis cuando las céluldsaten con los farmacos antimitéticos y podria
favorecer la apoptosis en las células tratadasA&3Ii737 y combinaciones de este con los farmacos
antimitoticos.

Por dltimo, Bim posee tres isoformas principalesnB., BimL y BimS, las cuales se originan por
“splicing alternativo” y pueden desempefiar distirftmcioneg”. En este caso, la expresion de Bim es
variable en funcién del tratamiento al que son diglage las células y de la isoforma que se quiera
estudiar (Fig. 4.15 Bim). En concreto, la isoforial (16 kDa) es la que muestra un mayor nivel de
expresion, que es similar en todas las condicieneayadas, mientras que la isoforma mas pequefia,
BimS (13 kDa), apenas puede identificarse en lgénan cualquiera de los escenarios. Por su parte |
expresion de BimEL (23 kDa) es més variable enifumdel tratamiento que se les aplica a las células
En concreto, esta isoforma de Bim es abundantasecélulas control y en las tratadas con baragertib
docetaxel y ABT-737, mientras que su expresion idispe considerablemente cuando las células se
tratan con vincristina y las combinaciones de &mmfcos antimitéticos con ABT-737. Estos resultados
indican que la expresion basal de Bim es elevadayee su efecto pro-apoptoético estaria neutralizado
posiblemente debido a su unién con Bgl-Xuyo nivel de expresion basal también es elevada.
respecto al resto de condiciones ensayadas, see miestlicir que Bim regula la respuesta a los
antimitGticos barasertib y docetaxel, asi comoiatético BH3 ABT-737. Relacionado con esto, se ha
visto que las lineas celulares de cancer de putted@glulas no pequefias que presentan un mayor nivel
de expresion de Bim son mas susceptibles a syfoptasis tras el tratamiento con el taxano
paclitaxel’®. Ademas, también se ha visto que ABT-737 no eszapmper la interaccién de las
mayores isoformas de Bim con Bcl-} Bcl-2, lo que puede explicar el elevado nivekdpresion de
Bim y Bcl-X. en este ca&dl. Por otra parte, en aquellas condiciones ensayads que el nivel de
Bim es bajo, podria indicar que la respuesta a #stemientos depende de otras proteinas pro-
apoptoéticas “solo-BH3”, como PUMA y Noxa, o de giolas pro-apoptéticas multidominio, como Bax
y Bak.
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En todo caso, para confirmar el papel de Mcl-1:8cly Bim en la respuesta al tratamiento con los
compuestos ensayados en las células A549 seriaamiecesalizar de nuevo estos experimentos, que
podrian complementarse con la cuantificacion dealstidad de proteina presente en las bandas de
interés por densitometria.

5 Conclusiones
Para finalizar, las conclusiones que se puedeaexdie este trabajo se recogen en las siguienézsli

1. Ladisposicion relativa de los fragmentos de Veragpecto a las proteinas Bim, PUMA y Noxa
es un factor limitante para la deteccion y localid@a mitocondrial de estas interacciones.

2. Las proteinas pro-apoptéticas “solo-BH3” Bim, PUMANoxa son capaces de formar
complejos en mayor o menor medida con las proteingspoptoticas Bel-2, BelwXy Mcl-1,
asi como con las proteinas pro-apoptoéticas muliicionBax y Bak. Esto indica que estas
proteinas “solo-BH3” pueden actuar como activadgrasnsibilizadoras en la via apoptotica
mitocondrial, si bien el papel principal de Bim YIRRA seria el de sensibilizadoras, mientras
que Noxa seria preferentemente activadora. Panim tla activacion de Bax y Bak tendria
lugar a través del modelo “embedded together” ordelelo unificado.

3. En estas mismas células, A-1155463 bloguea de feetegtiva la interaccion de Bcl-Xon
las proteinas “solo-BH3” pero no fomenta de mamstadisticamente significativa la formacion
de complejos con Bax/Bak, aunque PUMA parece awanentafinidad por Bax.

4. A-1210477 no altera la interaccion de Mcl-1 coraggiroteinas pero si favorece su interaccion
con Bax, y en el caso de Noxa, también con BaknRde este compuesto aumenta la afinidad
de Bim y Noxa por Bcl-X y en el caso de Bim, también con Bcl-2.

5. ABT-737 y en menor medida A-1155463 inducen untefeitotoxico moderado en las células
A549, a diferencia de ABT-199 y A-1210477, cuyaama@ad pro-apoptoética es muy reducida.
Todo esto indicaria que la supervivencia de estiigas depende, principalmente, de Bgl-X

6. La sensibilidad relativa a miméticos BH3 varia eidiferentes lineas de mieloma mudltiple. Las
células RPMI 8226 y MM.1S son mas sensibles abidbi de Bcl-X, mientras que las células
U266 muestran mayor sensibilidad al inhibidor dd-Mc

7. Lacombinacion de A-1155463 con barasertib, allserincristina y docetaxel induce un efecto
sinérgico en las células A549. Sin embargo, nddserva sinergia al combinar A-1210477 con
estos compuestos antimitéticos en la misma linkgace

8. El tratamiento con farmacos antimitéticos, solosombinados con miméticos BH3, induce
cambios en la expresion de Mcl-1, Bal-XBim.

Conclusions
To close this work, here are the conclusions drimem it:

1. The relative layout of the Venus fragments withpess to these proteins is a limiting factor for
the detection and mitochondrial localization ofstaénteractions.

2. "BH3-only” proteins Bim, PUMA and Noxa are ableftrm complexes to a greater or lesser
extent with the anti-apoptotic proteins Bcl-2, Bal-and Mcl-1 as well as with pro-apoptotic
multidomain Bax and Bak. This indicates that th&id3-only” proteins can act as activators
and sensitizers in the mitochondrial apoptotic wath) although the main role of Bim and
PUMA would be that of sensitizers, whereas Noxald/be preferably an activator. Therefore,
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Bax and Bak activation would take place through‘@mbedded together” model or the unified
model.

In these same cells, A-1155463 selectively blookis>8 and “BH3-only” protein interactions
but it does not statistically promote complex fotima with Bax/Bak, although PUMA seems
to increase its affinity for Bax.

A-1210477 does not modify the interactions betwdeh1 and these proteins but favours their
interaction with Bax as well as with Bak in the €@$ Noxa. This compound also increases the
affinity of Bim and Noxa for Bcl-X and for Bcl-2 as well in the case of Bim.

ABT-737 and to a lesser extent A-1155463 induceodarate cytotoxic effect on A549 cells,
unlike ABT-199 and A-1210477, whose pro-apoptolitity is quite reduced. All that indicates
that these cells survival depends mainly on Bcl-X

The relative sensitivity to BH3-mimetics variesweén different multiple myeloma cell lines.
RPMI 8226 and MM.1S cells are more sensitive to-Bclinhibitor while U266 cells show
higher sensitivity to the Mcl-1 inhibitor.

The combination of A-1155463 with barasertib, atibe vincristine and docetaxel induces a
synergistic effect in A549 cells. However, no sgywas observed when combining A-
1210477 with these antimitotic compounds in theesagll line.

Treatment with antimitotic drugs alone or in conaiian with BH3 mimetics induces changes
in the expression of Mcl-1, Bclixand Bim.
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Anexo 1. Estructura de los compuestos utilizados
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Anexo 2. Tampones y disoluciones

Tampodn/Disolucion

Componentes

Tripsina Gibco)

Tripsina 0,25 % (w/v)
1 mM EDTA-Na en HBSS w/o Ca-Mg
Rojo fenol

Azul Trypan

Azul Trypan al 0,4 % disuelto en NaCl®M

Tris-Acetato 400 mM

Macherey-Nagél

Tampon TAE 10x EDTA 10 mM
pH 8,3

Tampén de elucion (Kit Tris-HCI 5 MM
“NucleoSpin® Plasmid EasyPure”, oH 8.5

ABB 1x

HEPES/NaOH 10 Mm
CaChk 140 mM
NaCl 2,5 mM

Ph 7,4

Tampon lisis 1x

Triton X-100 1 % (v/v)
Glicerol 10 % (v/v)
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
Ortovanadato 1 mM
Pirofosfato s6dico 10 mM
Leupeptina 10 pg/ml
Fluoruro de sodio 10 mM
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM
Tris-HCI 50 mM

pH 7,6

Tampén de carga concentrado 3x

Tris-HCI 150 mM
SDS 3 % (p/v)

Molibdato de sodio di-anhidro 0,3 mM
Pirofosfato de sodio 30 mM
Fluoruro de sodio 30 mM

Glicerol 30 % (v/v)
B-mercaptoetanol 30 % (v/v)
azul de bromofenol 0,06 % (p/v)

pH 7,4

Geles de poliacrilamida (10 %, 12 %
y 14 %)

Acrilamida/Bisacrilamida 30 %
Tris-HCI 0,5 M; pH 6,8 (solo gel concentrador)
Tris-HCI 1,5 M; pH 8,8 (solo gel separador)

Agua destilada
10 % SDS
10 % APS (persulfato de amonio)
TEMED (Sigma-Aldrich

Tampon de electroforesis

Tris (hidroximteil) aminoetano 25 mM
Glicina 192 mM

SDS 3,5 mM
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Tampdn/Disolucion Componentes
Tris (hidroximteil) aminoetano 25 mM
Glicina 192 mM
Tampén de transferencia SDS 3,5 mM

Metanol 20 % (v/v)
pH 8,3

Rojo Ponceau

Rojo Ponceau 0,1 % (p/v) disueltacéticam al 5 %

Disueltos en PBS:
Tween-20 0,1 % (p/v)

Tampon B Timerosal (1 g/l)
pH 7,4
PBS-Tween-20 al 0,1 %
Tampdn “Antibody solution” Azida de sodio 0,05 %

BSA5 %

Anexo 3. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para generar los vectores pBiFC

de interés
Constructo | Oligonucleétido Secuencia (5’-3)
Directo GACTCGATCGATATGGCGCACGCTGGGAGAACAGGG
VCBel-2 Reverso GACTCGAGATCTTCACTTGTGGCCCAGATAGGCACC
Directo GACTCGATCGATATGTTTGGCCTCAAAAGAAACGCGGTA
VCMcl-1 ATCGE
Reverso GACTCGAGATCTCTATCTTATTAGATATGCCAAACCAGC
TCCTACTCC
. Directo GACTCG ATGGCAAAGCAACCTTCTGATG
VNBIm Reverso GACTCGGGTACCTCAATGCATTCTCCACACCAGGC
) Directo GACTCGATCGATATGGCAAAGCAACCTTCTGATG
VeBIm Reverso GACTCGAGATCTTCAATGCATTCTCGACACCAGGC
VNPUMA Directo GACTCG ATGGCCCGCGCACGCCAGGA
Reverso GACTCGGGTACCTCAATTGGGCTCCATCTCGGGGGCTCTC
VCPUMA Directo GACTCGATCGATATGGCCCGCGCACGCCAGGA
Reverso GACTCGAGATCTTCAATTGGGCTCCATCTCGGGGGCTCTCG
Directo GACTCG ATGCCTGGGAAGAAGGCGCGCAA
VNNoxa Reverso GACTCGGGTACCTCAGGTTCCTGAGCAGAAGAGTTTGG
Directo GACTCGATCGATATGCCTGGGAAGAAGGCGCGCAA
VCNoxa Reverso GACTCGAGATCTTCAGGTTCCTGAGCAGAAGAGTTTGG

Las secuencias coloreadas corresponden a losdiosrte de las enzimas de restriccion que
se utilizaran posteriormente (en naranja, sitioedériccion de la enzimidhd; en verde, sitio
de corte de la enzimgpnl; en fucsia, sitio de restriccion de la enzi@lal; en azul, sitio de
corte de la enzim#@glll). Las bases subrayadas constituyen una secuahegdoria que
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favorece la union de las enzimas de restriccidrbdse en negrita y en cursiva se introdujo por
error en la secuencia del oligonucleétido en lwgaintroducir la base correcta (C), por lo que
se utilizo la técnica de mutagénesis dirigida jgat@sanar este error (apartado 3.2.3).

Anexo 4. Secuencias de los oligonucleotidos utilizados en la mutagénesis dirigida

Constructo | Cambio | Oligonucleétido Secuencia (5°-3')
. CATTGTCCGCCTGGTG GGAGAATGCATTG
Directo
VCBIm AAGATC
TCG:TGG
(M.D.) GATCTTCAATGCATTCTCCACACCAGGCGG
Reverso

ACAATG

Las secuencias coloreadas representan la regimare se introdujo el cambio y las bases
resaltadas corresponden a las posiciones concestasas que se realizaron dichas
modificaciones.
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