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Abreviaturas

AcK16H4: lisina 16 acetilada de la histona H4
ADP: adenosin difosfato

ALU: short interspersed nuclear element
APC: Adenomatous polyposis coli protein
AROS: Active regulator of SIRT1

ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated protein
ATP: adenosina trifosfato

ATR: ATM-related protein

Bdfl: Bromodomain factor 1 protein

BER: base excision-repair pathway

BRCAL: Breast cancer type 1 susceptibility protein
ChiP: inmunoprecipitacién de la cromatina
ChK2: Serine/threonine-protein kinase

CpG: dinucledtido citosina guanina

CPS1: Carbamoyl-phosphate synthetase |
CR: calorie restriction

DBC1.: deleted in breast cancer 1

DMSO: dimetilsulfoxido

DNA: &cido desoxirribonucleico

DNAc: DNA complementario

DNAr: DNA ribosémico

DNMT: metiltransferasa del DNA

DOT-1: Disrupter of telomeric silencing-1
E2F: Electro-acoustic 2 Factor

EGFR: Epidermal growth factor receptor
eNOS: Nitric oxide synthase, endothelial
FOXO: Forkhead box protein

FPR: Formylpeptide receptor protein
GADD45a: Growth arrest and DNA-damage-inducible alpha
GCIP: Grap2 and cyclin-D-interacting protein
GDH: Glucose 1-dehydrogenase

H1C1: hypermethylated in cancer 1 gene
HAT: acetiltransferasa de histona
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Abreviaturas

HCS: holocarboxilasa sintetasa

HDAC: desacetilasa de histona

HDAC:I: inhibidor de HDAC

HMT: metiltrasnferasa de histona

HOX: homeobox genes, genes homedticos

HP1: heterochromatin protein 1

HPCE: electrophoresis capilar de alta resolucién
HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion
HuR: Hu-antigen R protein

ICF: Centromere instability and Facial anomalies syndrome
IGF2: Insulin-Like Growth Factor 2

IP: yoduro de propidio

Jmj: jumoniji

Ku-70: ATP-dependent DNA helicase Il 70 kDa subunit
K4H3: lisina 4 de la histona H3

LDA: low density array

LINEL, L1: Long interspersed nucleotide element-1
LSD1: Lysine-specific histone demethylase 1
MART: mono-ADP- ribosiltransferasa

MBD: Methyl-Binding Domain

MeCP: Methyl-CpG-Binding Protein

meK9H3: lisina 9 metilada de la histona H3

MGMT: 6-O-methylguanine-DNA methyltransferase
MRN: Mrel1/Rad50/Nbs1 complex

MS: espectrometria de masas

MSK: mitogen and stress- activated protein kinase
MyoD: myogenic differentiation factor D

NAD™: dinucleétido de nicotinamida adenina
NADH: forma reducida del NAD"

Nampt: nicotinamida fosfo-ribosil transferasa
NcoR/SMRT: Nuclear receptor corepressor/Silencing mediator of retinoic acid
and thyroid hormone receptor

NF-kB: Nuclear factor-kB
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PARP: poli-ADP-ribosa polimerasa

pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PGC1-a: Peroxisome proliferator-activated receptor alfa coactivator 1
PHD: Plant Homeo Domain

PPARYy: peroxisome proliferator-activated receptor y
PS2: estrogen-responsive gene

Rb: retinoblastoma protein
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RNAmM: RNA mensajero

RNAr: RNA ribosémico

RNF: RING finger protein
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Resumen

Resumen

Sirtl y Sirt2 son dos enzimas de la familia de desacetilasas de histonas
(HDACs) de clase lll (Sirtuinas), dependientes de NAD+, implicadas en los
procesos de proliferacion y diferenciacién celular. Las Sirtuinas se han
convertido, por lo tanto, en enzimas diana candidatas para el desarrollo de
nuevas drogas antitumorales. Con el propésito de identificar un nuevo inhibidor
de Sirtuinas con funciébn antitumoral, disefiamos y sintetizamos diez
compuestos que podian presentar a priori una accion inhibidora de la actividad
enzimatica de Sirtl y/o Sirt2. Realizamos un estudio de la inhibicién in vitro de
estos compuestos sobre Sirtl y Sirt2. Siete de los diez compuestos sintetizados
presentaron una alta eficiencia de inhibicién de la actividad enzimética de Sirtl
y/o Sirt2. Estudiamos la capacidad de dichos compuestos de inducir apoptosis
y diferenciacion celular en la linea derivada de leucemia U937 y también
analizamos el efecto en la proliferacion celular de lineas tumorales derivadas
de mama (MDA-MB-231), colon (SW480 and RKO) y leucemia (MOLT4). Tras
el analisis conjunto de los resultados procedentes de estos ensayos decidimos
caracterizar en mayor profundidad la actividad antitumoral de MC1776. El
compuesto MC1776, al que denominamos Salermide, present6 una alta tasa de
inhibicion in vitro de la actividad enzimatica de Sirtl y Sirt2. Ademas Salermide
no presento toxicidad en ratones a dosis elevadas de 100 uM e indujo altas
tasas de apoptosis especificamente en lineas tumorales. Esta induccién de
apoptosis era independiente de la acetilacion de a-tubulina y K16H4, lo que
sugeria que, in vivo, el efecto proapoptotico de Salermide no estaba mediado
por la inhibicion de Sirt2 pero que podria estar mediado por la inhibicion de
Sirtl. Aunque p53 se ha descrito como diana de accion de la actividad de Sirt1,
nuestros resultados indicaron que el efecto proapoptdtico de Salermide
mediado por Sirtl era independiente de p53. Finalmente determinamos que el
efecto apoptético de Salermide se debia a la reactivacion de genes
proapoptoticos epigenéticamente reprimidos por Sirtl exclusivamente en
células tumorales. Nuestros resultados, ademas de aportar nuevos datos que
relacionan la actividad de Sirtl en el proceso tumoral, evidencian propiedades

de Salermide que permitirian su uso futuro como agente antitumoral.
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Resumen

Abstract

Sirtl and Sirt2 belong to the family of NAD+ - dependent class Il histone
deacetylases and are involved in regulating lifespan because they are directly
implied in proliferation and cellular differentiation. As cancer is a disease of
aging, targeting Sirtuins is emerging as a promising antitumour strategy. With
the porpose of identifying a novel Sirtuin inhibitor with antitumoral function, we
design and sintetize ten compounds that, a priori, would inhibit efficiently the
Sirtuin enzyme activity. We performed a previous study of the in vitro capacities
of inhibit the enzymatic activities of these two Sirtuins. Seven of ten new
inhibitors showed a high efficiency of in vitro inhibition rate of Sirtl and/or Sirt2.
Also, we determined the capacity of apoptosis and differentiation induction over
leukemia cell line U937 and the effects on proliferation rate of breast cancer cell
lines (MDA-MB-231), colon cancer cell line (SW480 and RKO) and leukemia
cell line (MOLT4). According to the results we decided to characterize in detail
the inhibitory activity of the compound MC1776 over the enzymatic activity of
Sirtuins and over the cell viability in tumor cell lines. The Sirtuin inhibitor, which
we named Salermide presented a strong in vitro inhibitory effect on Sirtl and
Sirt2. Salermide was well tolerated by mice at concentrations up to 100 uM and
prompted tumour-specific cell death in a wide range of human cancer cell lines.
The antitumour activity of Salermide was primarily due to a massive induction of
apoptosis. This was independent of global tubulin and K16H4 acetylation, which
ruled out a putative Sirt2-mediated apoptotic pathway and suggested an in vivo
mechanism of action through Sirtuin 1. Consistent with this, RNAi-mediated
knockdown of Sirtl, but not Sirt2, induced apoptosis in cancer cells. Although
p53 has been reported to be a target of Sirtuin 1, genetic p53 knockdowns
demonstrated that the Sirtuin 1-dependent proapoptotic effect of Salermide is
p53-independent. We were finally able to ascribe the apoptotic effect of
Salermide to the reactivation of proapoptotic genes epigenetically repressed
exclusively in cancer cells by Sirtuin 1. Taken together, our results underline
Salermide’s promise as an anticancer drug and provide evidence of the

molecular mechanism through which Sirtl is involved in human tumorigenesis.
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Introduccion

1. Definicion de Epigenética

El término Epigenética fue acufiado por Conrad Waddington en 1942
(WADDINGTON 1942) para referirse a la ciencia que estudia el establecimiento
de fenotipos determinados a través de las interacciones entre los genes y sus
productos. La idea de que un mismo genotipo puede dar lugar a diferentes
fenotipos mediante regulacion epigenética de la funcién génica se ha ido
consolidando con el tiempo aunque la definicion de Epigenética ha
evolucionado sustancialmente. Antes de 2007, se consideraba a la Epigenética
como el “estudio de los cambios heredables en la funcion génica que ocurren
sin alteraciones en la secuencia del DNA”. Sin embargo, debido a que
numerosos procesos de control de la expresion génica implicados en el
establecimiento de fenotipos especificos durante la diferenciacién celular no
son heredables, en la reunién del “NIH Roadmap for medical research” en
Mayo de 2007 se propuso que la Epigenética se referia al “estudio de las
modificaciones genéticas estables que producen cambios en la expresion y
funcién génica sin que se produzcan alteraciones en la secuencia de DNA”.
Aunque esta definicion es la que goza de mayor consenso dentro la comunidad
cientifica, posteriormente, se ha propuesto que la Epigenética estudia los
mecanismos moleculares implicados en el establecimiento de estados
funcionales especificos de la cromatina (BIrRD 2007).

Lo cierto es que durante el desarrollo normal, las células somaticas que
descienden de una uUnica célula progenitora y que contienen un genotipo
similar, se diferencian para adquirir nuevas funciones y caracteristicas,
expresando o reprimiendo ciertos grupos de genes. Este proceso implica un
gran numero de modificaciones quimicas que afectan al plegamiento del
material genético sin afectar a la secuencia genética y que, teniendo en
cuentas las definiciones anteriores, consideramos como mecanismos
epigenéticos. Por tanto, los mecanismos epigenéticos estan intimamente
ligados a un gran numero de procesos celulares, tales como el desarrollo, la
diferenciacién y la respuesta celular al estrés, de tal forma que los procesos

epigenéticos son indispensables para el desarrollo de organismo.
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Introduccion

Los mecanismos epigenéticos incluyen, entre otros, la metilacion del
DNA, las modificaciones covalentes de las histonas, los RNAs no codificantes y
la maquinaria de remodelacion de la cromatina dependiente de ATP ( ).
Las modificaciones epigenéticas mejor conocidas son la metilacion del DNA y
las modificaciones covalentes post-traduccionales de las histonas. Estas
modificaciones son estables, pero al mismo tiempo pueden modularse por
varios factores, incluyendo circunstancias fisiologicas y patoldgicas celulares y
determinadas condiciones ambientales a las que se ve sometido el organismo
(HoLLiDAY 2006; WHITELAW and WHITELAW 2006). Asi, cuanto mas difieren los
hébitos de vida en términos de dieta, tabaquismo, farmacos, estrés, etc., mas
diferencias se observan en los niveles globales de metilacion del DNA y en el
patréon de modificaciones de histonas en parejas de gemelos homocigotos
(FRAGA et al. 2005a).

Figura 1 Mecanismos

epigenéticos. La metilacion del

DNA vy las modificaciones de
metilacion del DNA
histonas, junto con los RNAs no
codificantes, la maquinaria de
remodelacion de la cromatina y
la incorporacion de variantes de
histonas a la  cromatina
conforman el conjunto de
mecanismos epigenéticos
implicados en la regulacion y

expresion de los  genes

extremos amino terminales de las
histonas

presentes en el DNA. Imagen
modificada de AHEAD

International Human Epigenome
m Project, 2008.

Aunque los mecanismos epigenéticos son fundamentales para el

correcto funcionamiento del organismo, en los ultimos afios han adquirido un
especial protagonismo por su papel en patologias como el cancer. En la

transformacién maligna, se produce la activacion de numerosos oncogenes al
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Introduccion

mismo tiempo que un gran numero de genes supresores tumorales se
reprimen. Actualmente, sabemos que el proceso tumoral no esta sujeto
Unicamente a alteraciones genéticas (mutaciones, amplificaciones y deleciones
génicas, etc.), sino que también implica a alteraciones epigenéticas. De hecho,
las células tumorales presentan al menos tres grandes alteraciones
epigenéticas: hipometilacion global del DNA, hipermetilacion de genes
supresores tumorales y un patron alterado de las modificaciones de histonas
(revisado en (ESTELLER 2008)).

- La hipometilaciéon global del DNA se debe, sobre todo, a la
hipometilacién de secuencias de DNA repetitivo y a la pérdida de metilacion de
regiones codificantes e intrones. La hipometilacion del DNA puede contribuir al
desarrollo de un proceso tumoral induciendo inestabilidad cromosémica,
reactivacion de transposones y pérdida de imprinting (Cui et al. 2002; MOORE et
al. 2008; WALSH and BESTOR 1999).

- Los genes supresores tumorales afectados por hipermetilacion
estan implicados en procesos de regulacién del ciclo celular, adhesion celular,
reparacion del DNA, apoptosis, angiogénesis, y en general, en cualquier
proceso que de una forma u otra afecte al desarrollo de cancer. El patron de
hipermetilacion de estos genes es especifico del tipo tumoral y puede ocurrir en
diferentes etapas del desarrollo tumoral. La inactivacion de estos genes podria
proporcionar una ventaja en la proliferacion celular y desarrollo del tumor. El
primer gen supresor tumoral (TSG, tumor supressor gene) en el que se
describié hipermetilacion fue en el gen Rb (retinoblastoma tumor-supressor
gene) (GReGER et al. 1989), y después relaciond hipermetilacion con
inactivacion de TSGs en muchos otros, p16™<*
inhibitor 2A) BRCAL1 (breast cancer susceptibilty gene 1), MGMT (O6-
methylguanine-DNA methyltransferase), etc. (DoBrRoviC and SIMPFENDORFER
1997; ESTELLER et al. 1999; ICHIKAWA et al. 1996).

- Existen combinaciones particulares de modificaciones de histonas

(cyclin-dependent kinase

gue se han asociado al cancer. En tumores humanos se ha descrito una
pérdida progresiva de la forma monoacetilada de la Lys16 y trimetilada de la
Lys20 de la histona H4 que ocurre durante el desarrollo del cancer (FRAGA et al.

2005b). Seligson et al. (SELIGSON et al. 2005) asociaron combinaciones
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Introduccion

particulares de modificaciones de histonas como un factor prondéstico del grado
de malignidad de cancer de prostata. Ademas se ha establecido una
interrelacion entre la hipermetilacibon de promotores de TSGs y ciertas
modificaciones de histonas (pérdida de trimetilacion de K4H3 y aumento de
metilacion de K27H3 y K9H3) que conducen a un silenciamiento génico
(FAHRNER et al. 2002).

2. Metilacion del DNA

La metilacion del DNA es una modificacion covalente del DNA que no
modifica su secuencia nucleotidica pero que, sin embargo, puede tener una
gran influencia sobre la regulacién de la expresion génica. La metilacion del
DNA consiste en la adicion de un grupo metilo al anillo aromatico de una base
del DNA. En eucariotas, este grupo metilo se incorpora a la posicion C-5 de las
citosinas pertenecientes a los dinucleétidos CpG (BIRD 2002; ROBERTSON and
JoNEs 2000). En tejidos humanos sanos, las citosinas metiladas conforman del
3-6% del total de citosinas del genoma (CALLINAN and FEINBERG 2006). Las
regiones del genoma en donde estan concentrados los dinucledtidos CpG se
llaman islas CpG. Las islas CpG son regiones de mas de 500 pb con un
porcentaje de C+G superior al 55% y estan localizadas en la zona promotora
de aproximadamente un 40% de los genes en mamiferos. Estas islas
normalmente no estdn metiladas, pero bajo determinadas circunstancias se
hipermetilan, lo que conlleva al silenciamiento del gen al que estan asociadas.
Solo una pequefia proporcion de la metilacion global del genoma se debe a la
metilacion de promotores, ya que la mayor parte de los dinucleétidos CpG
metilados se localizan en las secuencias repetitivas, como retrovirus
endogenos, elementos L1 y ALU (CoLoT et al. 1999; YODER et al. 1997). La
metilacion en estas secuencias las mantiene silenciadas, dificultando asi,
nuevos procesos de amplificacion e insercion en el genoma (CALLINAN and
FEINBERG 2006). De hecho, se ha propuesto que la metilacion del DNA se ha
desarrollado como un mecanismo de defensa para prevenir la inestabilidad
cromosomica, las translocaciones y la interrupcion génica causada por la

reactivacion de estos transposones (YODER et al. 1997).
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Introduccion

La relacion entre metilacion del DNA y represion génica podria
establecerse de forma directa e indirecta.

- Estaria implicada directamente ya que al incorporarse la citosina
metilada al surco mayor de la doble hélice de DNA, los factores de
transcripcion no podrian acceder a su centro activo y no se iniciaria el proceso
de transcripcion génica (ComB and GOODMAN 1990; IGUCHI-ARIGA and
ScCHAFFNER 1989). Ademas la metilacion del DNA puede dificultar el proceso
de elongacion de la transcripcidn reduciendo la accesibilidad de la RNA
polimerasa Il (LORINCZ et al. 2004).

- La metilaciéon estaria implicada indirectamente con un silenciamiento
génico mediante el reclutamiento de proteinas portadoras de un dominio MBD
(methyl-binding domain) al promotor génico (DEANGELIS et al. 2008). La unién
de estas proteinas al DNA metilado dificultaria el acceso y union de los factores
de transcripcion o bien, podria inhibir la transcripcién remodelando la estructura
cromatinica mediante su incorporacion a complejos remodeladores de la
cromatina (WADE et al. 1999).

Ademas de la implicacion de la metilacion del DNA en procesos de
expresion génica y silenciamiento de secuencias repetitivas de elementos
transponibles, centrémeros y telémeros, la metilacion del DNA estéd implicada
de forma directa en fendmenos de imprinting gendmico e inactivacion del
cromosoma X en las hembras de mamiferos (Reik et al. 2001).

La metilacibn es un proceso dindmico y reversible. El patron de
metilacion no se mantiene constante a lo largo de la vida de un individuo, sino
gue sufre sucesivas modificaciones. En mamiferos, los cambios en el patrén de
metilacion mas importantes se producen durante el desarrollo embrionario, en
donde, después de la fecundacion, se eliminan los patrones de metilacion
previamente establecidos y se establece un nuevo patrén de metilacion
necesario para la expresion especifica de tejido de ciertos genes, para la
inactivacién del cromosoma X en hembras y para el imprinting genémico.

La reaccion de metilacion del DNA estd catalizada por dos tipos de
metiltransferasas de DNA (DNMTSs): de novo y de mantenimiento.

- Metilacién de novo es la metilacion de secuencias no metiladas para

establecer un nuevo patron de metilacion. La metilacién de novo del DNA esta
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catalizada por las enzimas DNMT3A y DNMT3B y se produce en su mayor
parte durante el desarrollo embrionario, aunque también se produce en los
puntos de integracion de DNA viral en el genoma (OKANO et al. 1999) y durante
el envejecimiento (ONO et al. 1989). Actualmente se propone que la metilacion
de novo de una secuencia es precedida por la metilacién de la Lys 9 de la
histona H3 de los nucleosomas adyacentes (BAcHMAN et al. 2003), lo que
sugiere que la metilacion juega un papel importante en la estabilizacion de
secuencias silenciadas por ciertas las modificaciones de histonas.

- Metilacion de mantenimiento es el proceso mediante el cual se
mantiene el patron de metilacion después de la replicacion. Cada ronda de
replicacion genera una cadena de DNA de nueva sintesis no metilada frente a
la cadena usada como molde, que si estd metilada. La DNMT de
mantenimiento, llamada DNMT1, es la mas abundante en las células somaticas
y es la responsable de la propagaciéon de la metilacion del DNA con una
extrema fidelidad durante el proceso de replicacion del DNA (GoLL and BESTOR
2005).

- La desmetilacién es el proceso que permite eliminar los patrones de
metilacion previos. Se lleva a cabo en el genoma paterno durante la fertilizacién
(MAYER et al. 2000; OswALD et al. 2000) y en el genoma materno durante las
divisiones celulares que acompafian al desarrollo del cigoto (LI 2002). Esta
desmetilacion va seguida de un incremento generalizado de metilacion en todo
el genoma. Existen distintos tipos de enzimas que pueden catalizar la reaccion
de desmetilacion del DNA: Oxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato,
Metiltransferasas de DNA y Glicosilasas de DNA (KARKHANINA et al. 2009; ZHuU
2009), sin embargo, el mecanismo preciso todavia no se conoce

completamente.

3. Organizacion nuclear. Histonas

El DNA de los organismos eucariotas se encuentra en el interior del
nacleo celular interaccionando con proteinas que regulan su funcién. La
cromatina es la estructura en la cual el DNA esta empaquetado dentro del

nucleo celular. Esta constituida por DNA y proteinas, entre las que destacan las
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histonas. La unidad fundamental de la cromatina es el nucleosoma, que esta
compuesto por 147 pb de DNA que rodean, dando aproximadamente 1°7
vueltas a un octdmero de histonas formado por 2 dimeros de las histonas H3 y
H4 y un tetramero de histonas H2A y H2B (LUGER et al. 1997; NAPPER et al.
2005; RicHMOND and DAVEY 2003).

Existen varios niveles de compactacion de la cromatina. El nivel mas
basico es el conformado por los nucleosomas separados entre si por una
porcion de DNA (DNA espaciador) de longitud variable entre 10-90 pb que
garantiza la flexibilidad de la fibra de cromatina. A este primer nivel se le llama
estructura primaria de la cromatina o fibra de 11 nm de diametro con estructura
de “collar de cuentas”. La histona de unién H1 se puede unir al DNA espaciador
permitiendo un mayor grado de compactacion, la fiora de 30nm de diametro o
estructura secundaria. Mediante interacciones entre proteinas especificas y
DNA se producen los niveles superiores de compactacion de la cromatina que
constituyen los cromosomas

Funcionalmente la cromatina se divide en eucromatina Yy
heterocromatina. La eucromatina es el estado en el que la cromatina es
accesible a factores de transcripcion y a la RNA polimerasa, con lo cual se
asocia generalmente a un estado de transcripcién génica activa. En cambio, la
heterocromatina, mucho mas compacta, se asocia a un estado de inactividad
transcripcional (Hsu 1962). La heterocromatina puede ser a su vez facultativa
o constitutiva. La heterocromatina facultativa esta asociada a aquellos genes
que han de ser reprimidos especificamente en ciertos tejidos y la constitutiva a
regiones de DNA repetitivo. La formacion de eucromatina o heterocromatina
depende fundamentalmente del numero de contactos que se establezcan entre
nucleosomas. Estos contactos a su vez estan influidos por distintos factores:
las modificaciones post-traduccionales de histonas, la maquinaria de
remodelacion de la cromatina y la incorporacion de variantes de histonas
(BASSETT et al. 2009).

Las histonas son proteinas altamente conservadas en eucariotas, lo
que sugiere que la estructura fundamental de la cromatina aparece de forma
temprana en la evolucion, probablemente para solucionar el problema de

empaquetamiento del DNA en el nucleo celular (THATCHER and GOROVSKY
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1994). Las histonas son las proteinas mas abundantes que se unen al DNA en
las células eucariotas. Son proteinas basicas con un peso molecular que oscila
entre 11 y 20 KDa y que contienen aproximadamente un 20% de amino&cidos
cargados positivamente, como la arginina y la lisina. Las células eucariotas
contienen principalmente cinco tipos de histonas: la H1 o histona de unién, y
las cuatro histonas nucleosomicas (H2A, H2B, H3 y H4) que conforman el
octamero. Las histonas que forman parte del nucleosoma tienen una estructura
similar; un dominio central y un extremo amino-terminal (N-terminal) de unos
20-35 aminoacidos. ElI domino central contribuye al ensamblaje del octamero
que conforma el nucleosoma, mientras que los extremos N-terminales, ricos en
aminoacidos basicos, tienen funciones muy importantes en los procesos
normales de replicacion y transcripcion, ya que pueden ser modificados post-
traduccionalmente y covalentemente por enzimas especificas provocando
cambios en la estructura del nucleosoma y modificando los contactos inter-
nucleosomales (ZHANG and REINBERG 2001).

Ademas de las histonas descritas anteriormente, existen variantes de
las histonas que se localizan en regiones concretas de la cromatina y con
caracteristicas distintas a las otras que pueden alterar las propiedades del
nucleosoma y regular la dindmica de la cromatina. Las variantes de histonas no
se sintetizan en la fase S del ciclo celular y se incorporan a la cromatina de
forma independiente a la replicacion del DNA. Las diferencias entre las
histonas y sus variantes pueden oscilar entre pequefios cambios en la
secuencia de aminoacidos hasta cambios biofisicos importantes. La histona H1
tiene numerosas variantes (H5, variantes especificas de esperma y de
testiculo, etc) con funciones especificas. Algunas de ellas se han asociado a
represion transcripcional durante la diferenciacion celular (BUTTINELLI et al.
1999). La histona H2A es la que presenta un mayor nimero de variaciones:
H2A.Z, MacroH2A, H2A.X, etc. La histona MacroH2A se localiza
predominantemente en el cromosoma X inactivo y esta asociada a una
represion transcripcional (CosTtaNzI and PEHRSON 1998). La histona H2A.Z se
localiza en los sitios de union de la proteina asociada a heterocromatina HP1,
con lo cual también esta asociada a un estado transcripcionalmente inactivo

(RANGASAMY et al. 2003). También se ha visto que se asocia a regiones
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pericentroméricas regulando la integridad gendmica (KROGAN et al. 2004).
H2A.X se deposita a lo largo de todo el cromosoma y se fosforila por las
guinasas ATM y ATR en los sitios donde hay una rotura de la doble hélice, por
lo que esta histona parece ser esencial en el reclutamiento al DNA de la
maquinaria de reparacion del DNA (RoGaAkou et al. 1999). La histona H3 tiene
dos variantes principales, la H3.3 y la variante centromérica que en mamiferos
se llama CENP-A. H3.3 se localiza en las regiones transcripcionalmente activas
del cromosoma (AHMAD and HENIKOFF 2002) y CENP-A es necesaria para una
correcta segregacion cromosomica (FoLco et al. 2008).

La funcibn mas comun y la mejor estudiada de la histonas es su
implicacién en la organizacion de la cromatina dentro del nucleo celular; sin
embargo, se han relacionado también con los procesos de reparacion del DNA,
regulacion de ciclo celular y apoptosis. La histona H1 inhibe la proliferacion
celular e induce apoptosis en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 (VANI
et al. 2006), mientras que la histona H2A induce diferenciacién celular y
senescencia. La variante de histona H1.2 podria actuar como sensor de la
rotura de la doble hélice de DNA (TH'NG et al. 2005) y presentar actividad
antimicrobiana (JACOBSEN et al. 2005).

4. Modificaciones post-traduccionales de las histonas

Las modificaciones post-traduccionales de las histonas estan
estrechamente ligados con el proceso de regulacion de la transcripcion génica.
Las histonas que constituyen el nucleosoma tienen una conformacion
predominantemente globular, a excepcion de sus extremos N-terminales, que
estan desestructurados. Una de las particularidades de estas histonas es que
pueden estar sometidas a un gran numero de modificaciones covalentes.
Aunque la mayor tasa de modificacion reside en los extremos N-terminales,
también se han descrito modificaciones en la parte globular de estas histonas
(NG et al. 2002; vAaN LEEUWEN et al. 2002).

Gracias a la espectrometria de masas y al uso de anticuerpos
especificos se han descrito al menos ocho modificaciones diferentes de

histonas localizadas en mas de 60 aminoacidos distintos ( ). Estas
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modificaciones son dinamicas y reversibles, que aparecen y desaparecen de la
cromatina en cuestion de minutos dependiendo de las condiciones de
sefalizacion dentro de la célula.

Se ha propuesto la existencia de un “cddigo de histonas” segun el cual
diferentes combinaciones de modificaciones de los extremos N-terminales de
histonas afectarian de forma especifica a las interacciones con otras proteinas
asociadas a la cromatina relacionandose con procesos de control del ciclo
celular y de replicacion y reparacion del DNA (JENUWEIN and ALLIis 2001). Las
modificaciones de histonas pueden interrelacionar entre si de distintas formas:
una modificacion puede ser antagonista de otra (por ejemplo, acetilacion y
metilacion sobre un residuo de lisina en particular), una modificaciéon puede
interferir en la unidén de una proteina a una regién cercana (por ejemplo, la
fosforilacion de S10H3 afecta a la unién de HP1 a meK9H3) y por ultimo, la
actividad de la enzima modificadora de histona se puede ver afectada por una
segunda modificacion (por ejemplo, la acetiltransferasa GCN5 reconoce mas
facilmente a H3 en presencia de S10H3 fosforilada). (revisado en (KOUZARIDES
2007)).

TIPO DE MODIFICACION RESIDUOS MODIFICADOS FUNCION REGULADA
K9H3, K14H3, K18H3, K36H3, K56H3 Transcripcion, reparacion del DNA,
ACETILACION K5H4, K8H4, K12H4, K16H4 replicacién, condensacion
K5H2A, K12H2B, K15H2B cromosomica
METILACION DE LISINAS Eg;ﬁthH& K27H3, K36H3, K79H3 Transcripcion, reparacion del DNA
METILACION DE ARGININAS R2H3, R8H3, R17H3, R26H3 R3H4 Transcripcion
. T3H3, S10H3, S28H3 Transcripcién, reparacion del DNA
FOSFORILACION SiHa condensaci(’)n’ cromoso6mica ’
S14H2B
UBIQUITILACION K119H2A, K120H2B Transcripcion, reparacion del DNA,
SUMOILACION En residuos de lisina Transcripcion
RIBOSILACION En residuos de lisina Transcripcion
DEIMINACION R2H3, R3H4 Transcripcién
ISOMERIZACION P30H3, P38H3 Transcripcion

Tabla 1: Tipos de modificaciones de histonas y principales funciones asociadas. Tabla

modificada de (KouzARIDES 2007).

Hay dos mecanismos de accion bien caracterizados por los cuales las
modificaciones de histonas se traducen en una funcion celular determinada: la
eliminacion o relajacion de las uniones entre histonas y DNA para producir un
estado abierto de cromatina o eucromatina, y el otro mecanismo, relacionado

con la capacidad que tienen estas modificaciones para reclutar a proteinas no
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histonicas al DNA y ejercer asi una funcion determinada. Las proteinas no
histonicas se unen a estas modificaciones a través de dominios especificos de
union. La metilacién de las histonas puede ser reconocida por cromo-dominios
(PRAY-GRANT et al. 2005), por dominios PHD (plant homeodomain) (MATTHEWS
et al. 2007), por dominios Tudor (Kim et al. 2006) y dominios MBT (malignant-
brain-tumor) (MARGUERON et al. 2005). La acetilacion de histonas es reconocida
por bromo-dominios (MORINIERE et al. 2009) y la fosforilacion es reconocida por

dominios de la familia de proteinas 14-3-3 (Chen and Wagner 1994).

4.1 Metilacién

La metilacion de histonas estad relacionada con los procesos de
regulacion de la transcripcidn génica, respuesta al dafio genético y formacion
de la heterocromatina. Tiene lugar sobre residuos de lisina y arginina, que
pueden ser mono- di- o trimetiladas en el caso de la lisina, y mono- o
dimetilados en el de la arginina. La histona que presenta una mayor tasa de
metilacion es la H3, seguida de la H4. Esta metilacion ocurre en las lisinas 4, 9,
27 y 36 de la histona H3, en la lisina 20 de la H4, en las argininas 2, 8, 17y 26
de la histona H3 y en la arginina 3 de la histona H4 (MunsHI et al. 2009). El
extremo amino terminal de la histona H1 y sus variantes también puede estar
metilado (Lu et al. 2009).

A diferencia de la acetilacion y fosforilacion de histonas, la metilacién
parece ser mas estable, o que podria convertirla en una modificacion
epigenética de larga duracién ligada a la conformacién de la cromatina
(JENUWEIN and ALLIs 2001).

Las enzimas que catalizan la adicion de un grupo metilo a las argininas
y/o lisinas de las histonas se llaman metiltransferasas de histonas (HMTs) y
son enzimas muy especificas que modifican normalmente a un determinado
residuo de una histona en particular. Estas enzimas contienen una secuencia
de 130 amino&cidos muy conservada llamada dominio SET y utilizan SAM (S-
adenosil-metionina) como donante del grupo metilo. Hay dos clases de HMT
dependiendo de su especificidad: las que metilan especificamente a las lisinas

se llaman K-HMT, y las que metilan argininas, R-HMT o PRMT (ZHANG and
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REINBERG 2001). Ademas, en levaduras se ha descrito una tercera clase que
contiene a la proteina DOT-1 (disrupter of telomeric silencing), que actua solo
cuando la H3 est4 empaquetada en el nucleosoma y tiene un papel directo en
el silenciamiento telomérico (KHAN and HAMPSEY 2002).

La desmetilacion de histonas la llevan a cabo enzimas portadoras de
dominios desmetilasa. Existen dos tipos de dominios que catalizan la reaccion
de desmetilacion en las lisinas: el dominio LSD1 (Lysine-specific histone
demethylase 1) y el dominio Jmj (jumonji). LSD1, que fue la primera
desmetilasa de histonas caracterizada (SHi et al. 2004), cataliza la reaccion de
desmetilacion de la Lys 4 de la histona H3 y conduce a un estado de represion
transcripcional. EI dominio Jmj fue identificado en ratdn como una proteina con
funciones importantes durante el desarrollo embrionario (TAKEUCHI et al. 1995).
JMJID2A, que contiene un dominio Jmj, actia desmetilando la lisina 9 y 36 de la
histona H3 y otros miembros de la subfamilia IMJD2 desmetilan la Lys 9 de la
histona H3 (CHEN et al. 2006). Sin embargo, aun no se han identificado
enzimas que catalicen la desmetilacién en los residuos de arginina metilados
en las histonas.

Funciones asociadas a la metilacion de histonas

Existen tres sitios de metilacibn en las histonas que estan bien
caracterizados como activadores de la transcripcion: 3meK4H3, 3meK36H3 vy
3meK79H3. En levadura, la modificacion 3meK4H3 se localiza hacia el extremo
5  de los genes activos, asociandose con la RNA polimerasa Il durante la
iniciacion de la transcripcion (NG et al. 2003). La 3meK36H3 se acumula en la
region 3" de los genes activos, asociandose con la RNA polimerasa Il durante
el proceso de elongacién (KouzariDES 2007). La trimetilacion de K79H3 por la
metiltransferasa DOT1L se relaciona también en las con una actividad
transcripcional (STEGER et al. 2008). Por el contrario, otras tres metilaciones
especificas de histonas se han asociado con una represion transcripcional:
K9H3, K27H3 y K20H4. La metilacion de la K9H3 esta implicada en el
silenciamiento génico y en la formacion de heterocromatina por reclutamiento
de la proteina HP1 a los promotores de los genes reprimidos (ESKELAND et al.
2007). La metilacion de la K27H3 esta implicada en el silenciamiento génico de

HOX y en la inactivacion del cromosoma X (ROUGEULLE et al. 2004). La

31



Introduccion

metilacion de la K20H4 esta asociada a la formacion de heterocromatina y a la
reparacion del DNA (SANDERS et al. 2004). Sin embargo, la metilacion de
histonas en los residuos de arginina, se pueden asociar tanto a activacion
como a represion génica, dependiendo de las enzimas que se recluten a los

promotores (LEE et al. 2005).

4.2 Fosforilacion

La fosforilacion de histonas se lleva a cabo sobre residuos de treonina y
serina y se ha relacionado con el control transcripcional y mit6tico. Es un
proceso mediado por diferentes quinasas (MSK1, MSK2...) en el que esta
implicado multiples vias de sefalizacion celular. La fosforilacién de las histonas
H1 y H3 tiene papeles importantes en la regulacion transcripcional, sobretodo
en respuesta rapida a algunos genes como c-jun, c-fos y c-myc (CHADEE et al.
1999; MAHADEVAN et al. 1991), y en la mitosis (WEl et al. 1999). La fosforilacion
de la histona H1 aumenta la tasa de disociacion de la cromatina in vivo,
favoreciendo asi la transcripcion génica (Dou et al. 2002; Dou and GOROVSKY
2002; Dou et al. 2005). La fosforilacion de H1 también esta implicada en la
progresion del ciclo celular; los niveles de fosforilacion de H1 son bajos en la
fase G1 del ciclo celular y van aumentando a lo largo de la progresion del ciclo,
existiendo niveles maximos de fosforilacion cuando los cromosomas estan
condensados durante la mitosis y meiosis (HOHMANN 1983; HOHMANN et al.
1983). La fosforilacion de la Serl0 de la histona H3, que esta mediada por las
guinasas de la familia aurora (Aurora-A y B en mamiferos), se ha asociado a
genes transcripcionalmente activos (ALLisoN and MILNER 2003). Esta
modificacion covalente tiene un papel muy importante en la reparacién del
DNA. La variante de la histona H2A, la H2AX, se fosforila en el extremo
carboxilo terminal como respuesta a la rotura de la doble hélice de DNA
producida por radiaciones y colabora en el reclutamiento de enzimas

reparadoras del DNA (CELESTE et al. 2003; FURUTA et al. 2003).
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4.3 Ubiquitinacion

La ubiquitinacion de histonas la llevan a cabo las enzimas denominadas
ubiquitinasas (Bmi, RNF...) sobre los residuos de lisina. Aun no esta clara la
asociacion de esta modificacion con un estado transcripcional activo o inactivo,
ya que se han visto resultados en ambas direcciones. La ubiquitinacion de
K119H2A llevada a cabo por las proteinas Bmil (Bmil polycomb ring finger
oncogene)/RinglA (ring finger protein) se ha asociado con represion
transcripcional (CAo et al. 2005), mientras que la ubiquitinacién de la K120H2B
mediada por RNF20 (ring finger protein 20)/RNF40 (ring finger protein 40) y
UbcH6 (ubiquitin-conjugating enzyme E2E1; UBC4/5 homolog yeast) se asocia
con activacion (ZHu et al. 2005). Ademas, la monoubiquitinacion de la H2A se
ha relacionado con la reparacion del DNA (ZHu et al. 2009) y con los procesos
de mitosis y meiosis (RoBzvyk et al. 2000). No parece que haya una sefal para
la degradacion de esta modificacion (HERsSHkO 1983; Wu et al. 1981), que
podra actuar como sefial de reconocimiento de factores reguladores y/o actuar

sinérgicamente con otras modificaciones de histonas (LI et al. 1993).

4.4 Biotinilacion

La biotinilacion o incorporacién de biotina a las histonas es una reaccion
catalizada por dos clases de enzimas: la biotinilasa, que usa lisina biotinilada
como sustrato, y la holocarboxilasa sintetasa (HCS), que usa como sustrato
biotina y ATP (CAMPOREALE et al. 2004; NARANG et al. 2004). Se han
identificado varios sitios de biotinilacion, la K4, K9 y K18 de la H3 y la K8 y K12
de la H4 (CAvMPOREALE et al. 2004). Aun no se sabe mucho sobre las
implicaciones que puede tener la biotinilacion de histonas en los procesos
celulares. Se ha relacionado con silenciamiento transcripcional y reparacion del
DNA (PeTeERs et al. 2002) y se ha observado que pequefios cambios en la
biotinilacion pueden afectar a otras modificaciones de histonas, tales como

acetilacion y metilacion (KoTHAPALLI et al. 2005).
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4.5 Sumoilacion

La sumoilacion es la incorporacion de un grupo SUMO (Small Ubiquitin
Modifier) de forma covalente a residuos de lisina de las histonas. Esta
modificacion puede ocurrir sobre cualquiera de las histonas que conforman en
nucleosoma. La sumoilacion antagoniza con la acetilacion y la ubiquitilacion
sobre en el mismo residuo de Lys, estando relacionada por lo tanto con una

represion génica (NATHAN et al. 2006).

4.6 Ribosilacion

Las histonas pueden estar mono- o poli-ribosiladas con ADP (adenosin
difosfato) en los residuos de lisina mediante 2 tipos de enzimas, las que
catalizan la reaccion de mono-ribosilacion denominadas MARTs (mono-ADP-
ribosyltransferases), y las que catalizan la reaccion de poli-ribosilacion, las
enzimas PARPs (poly-ADP-ribosyltransferases) (ScHUETz et al. 2007). Esta
modificacion se ha relacionado con la transcripcidbn génica. La rotura de la
doble hélice induce los mecanismos de reparacion celular y produce un
aumento en los niveles de histona poli-ribosilada gracias a un incremento en la
actividad de PARP-1, activando la transcripcidon génica de PS2 (estrogen-

responsive gene) (Ju and ROSENFELD 2006).

4.7 Isomerizacion

La isomerizacién de residuos de prolina de las histonas es un proceso
reversible mediado por la mayoria de isomerasas que catalizan la formacion de
cis-prolina y trans-prolina. Es una modificacion no covalente que regula la
transcripcion mediante su cooperacion con la metilacion de las lisinas
(KouzariDEs 2007). En levaduras se ha descrito la enzima FPR4 (Peptydil-
prolyl cis-trans isomerase; PPlase; proline isomerase), capaz de isomerizar
P38H3. Esta isomerizacion es la responsable de que la metiltransferasa Set2
sea capaz de reconocer y metilar a K36H3, promoviendo asi los mecanismos

de activacion transcripcional (CHEN et al. 2006).
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4.8 Deiminacion

La deiminacion de histonas se lleva a cabo sobre los residuos de
arginina, que son convertidos en citrulina. El proceso de deiminacién
antagoniza con el de metilacion de residuos de arginina de las histonas,
previniendo asi la activacion transcripcional mediada por la metilacion de

argininas (CUTHBERT et al. 2004).

4.9 Acetilacion

La acetilacion de las histonas tiene lugar sobre los residuos de lisina 'y es
la modificacidon covalente mas estudiada. Esta implicada en el control
transcripcional y en la reparacion de dafos en el DNA (ZHAo et al. 2008). La
acetilacién de histonas es un proceso relacionado con una transcripcion génica
activa, mientras que la desacetilacion de histonas esta asociada con un estado
mas compacto de la cromatina y un silenciamiento transcripcional. En las
células eucariotas la mayor parte del genoma esta constituido por cromatina
transcripcionalmente inactiva cuyas histonas presentan hipoacetilacion.

La incorporacion de un grupo acetilo al grupo amino de una lisina tiene
efectos sobre la cromatina a dos niveles. En primer lugar, la acetilacion
neutraliza la carga positiva del grupo amino de la lisina, por lo cual las
interacciones entre la carga positiva de la histona y la negativa del DNA se
hacen mas débiles, por lo que aumenta la accesibilidad de distintas proteinas,
entre las que se incluyen factores de transcripcion, al DNA nucleosémico. En
segundo lugar, la acetilacion es reconocida por proteinas portadoras de un
dominio especifico, el bromo-dominio. Estas proteinas pueden ser factores de
transcripcion o proteinas implicadas en el remodelaje de la cromatina
dependiente de ATP.

En la mayoria de las especies los principales residuos donde se produce
acetilacion son las lisinas 9, 14, 18 y 23 de la histona H3 y las lisinas 5, 8, 12y
16 de la histona H4 (BJERLING and EKwALL 2002). La acetilacién de las histonas
H3 y H4 tiene distintas funciones. La acetilacion de la H3 parece estar

implicada en la regulacion de la expresion génica, mientras que la acetilacion
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de la histona H4 depende del ciclo celular, siendo mas abundante en fase S,
por lo que parece tener un papel en la incorporacion de histonas al DNA recién
replicado y en la estructura de la cromatina (AGRICOLA et al. 2006). Por todo
ello, no es de extrafiar que la histona H3 tenga mucha mayor densidad que la
H4 en numero de modificaciones post-traduccionales, ademas de presentar
mas variantes de histonas que la H4 (MARGUERON et al. 2005).

La Lys 16 de la histona H4 (K16H4) es el residuo que aparece acetilado
con mas frecuencia (entre un 40 y un 60% de la H4) en las células de
mamifero. Esta modificacion estd asociada a un estado transcripcional activo
(ScHER et al. 2007) y es la primera de los 4 residuos de lisina de la cola N-
terminal de H4 en ser acetilado, seguido de la K12 y K5/K8. La acetilacion de
K16H4 (AcK16H4) estad implicada en la regulacion de la topologia del DNA
(CHIANI et al. 2006) y en la inhibicion de la formaciéon de la fibra de 30nm de
DNA (SHOGREN-KNAAK et al. 2006). La acetilacion de la K16H4 esta implicada
en el estado abierto y activo de la cromatina y estd asociada a otras
modificaciones de histonas tales como: acetilacion de K12H4, K9H3, K11H2B,
K16H2By 3meK4H3 (KurDISTANI et al. 2004). Sin embargo esta modificacion
antagoniza con las siguientes: 3meK9H3, 3meK27H3, meK20H4 (VAQUERO et
al. 2004) y con la sumoilacion de la H4 (HUuANG et al. 2005b). Debido a la
facultad de esta modificacion de relajar las uniones entre histona y DNA vy
generar un estado abierto de la cromatina, la acetilacién de K16H4 también se
ha asociado a la reparacion del DNA, ya que facilita la union al DNA de las
proteinas de reparacion (GUPTA et al. 2005; Yu et al. 2005). Ademas AcK16H4
puede ser reconocido y unirse a varios factores, por ejemplo, al factor de
transcripcion Bdfl, componente del complejo Swrl de remodelaje de la
cromatina (LADURNER et al. 2003). También se ha visto que esta modificacion
dificulta el acceso de otros factores al DNA, por ejemplo, la AcK16H4 elimina la
union de Sir3 en levadura, limitando asi el silenciamiento génico que éste
produciria (HECHT et al. 1995).

La acetilacion de histonas es un proceso reversible y altamente dinamico
mediado por dos clases de enzimas con actividades opuestas, las

acetiltransferasas de histonas (HATS) y las desacetilasas de histonas (HDACS)

( )-
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Figura 2: Reaccién reversible de acetilacion de histonas catalizada por HDACs y HATs

4.9.1. Acetiltransferasas de histonas (HATS)

Las HATs son las enzimas responsables de la adicion de un grupo
acetilo de la acetil-colina a ciertas lisinas del extremo amino terminal de las
histonas. Las HATs se pueden clasificar siguiendo dos criterios, segun su
homologia y segun su funcion. En funcion de la homologia de secuencia se
clasifican en 3 familias: GNAT, CBP/P300 y MYST (SANTOS-ROsSA and CALDAS
2005). Segun su funcidén, las HATs se pueden clasificar en dos tipos: las HATs
de tipo A, responsables de la acetilacion de histonas implicadas en la
regulacion de la estructura de la cromatina y de la transcripcibn génica
(CArRrROZZA et al. 2003); y las HATs de tipo B, proteinas citoplasmaticas que
catalizan la acetilacion de histonas en el citoplasma (en particular de la lisina 5
y 12 de la histona H4) antes de que se unan a la nueva hebra de DNA recién
replicado (PARTHUN et al. 1996; VERREAULT et al. 1998).

4.9.2. Desacetilasas de histonas (HDACs)

4.9.2.1Tipos

Las HDACs humanas estan divididas, basandose en su homologia con
las HDACs de levadura, en cuatro familias: Clase I, Clase Il, Clase Ill o
Sirtuinas y Clase IV. Las HDACs de clase | comprenden a la HDAC-1, -2, -3,y -
8. Las HDACs de clase Il estan subdivididas, segun homologia en su secuencia
y segun su organizacion en dominios, en dos clases: lla y lIb. Las HDACs de
clase lla incluyen a las enzimas HDAC-4, -5, -7y -9 y las de clase IIb, la HDAC-
6 y HDAC-10. Las HDACs de clase Il son enzimas dependientes de NAD" y
conforman la familia de las Sirtuinas, llamada asi por su homologia con ySIR2

de levadura. La clase IV de HDACs estd conformada uUnicamente por la
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HDAC11 (Tabla 2). Las clases I, Il y IV, también llamadas HDACs clasicas,
comparten homologia en sus secuencias y requieren Zn*? para ejercer su

actividad de desacetilacion. En cambio, las Sirtuinas no comparten homologia

con las otras clases de HDACs y necesitan NAD* como cofactor.

FAMILIA MIEMBRO LOCALIZACION LOCALIZACION SUSTRATOS NO
CELULAR CROMOSOMICA HISTONICOS
Clase | HDAC1 nucleo 1p34 p53, MyoD, E2F-1, Stat3,
androgen
HDAC2 nucleo 6q21 Bcl-6, Stat3, GR, YY-1
HDAC3 nucleo 5031 GATA-1,RelA, Stat3,
MEF2D, YY-1, SHP
HDAC8 Nucleo/citoplasma Xql3 nd
Clase lla HDAC4 Nucleo/citoplasma 2q37 GCMa, GATA-1, HP-1
HDACS5 Nucleo/citoplasma 17921 Smad7, HP-1, GCMa
HDAC7 Nucleo/citoplasma 12913 (2 isoformas) FLAG1, FLAG2
HDAC9 Nucleo/citoplasma 7p15-p21 (3 isoformas) nd
Clase llb HDAC6 citoplasma Xpll a-tubulina, HSP90, SHP,
Smad?
HDAC10 citoplasma 22q13 HSP90?
Clase IV HDAC11 Nucleo/citoplasma 3p25 nd

Tabla 2: HDACSs clasicas. GR: receptor de glucocorticoides. nd: no determinado. Tabla
adaptada de Witt et al. (WITT et al. 2009)

Las HDACs de clase | se expresan en todas las células, con localizacién
predominantemente nuclear y tienen un papel muy importante en la regulacion
de la proliferacion. HDAC2 parece que puede suprimir la apoptosis en células
tumorales (HUANG et al. 2005a). En cambio, HDACS6, que esta localizada en el
citoplasma, desacetila a a-tubulina e interviene en el control de la dinamica de
microtubulos (ZILBERMAN et al. 2009) y ademas, también se ha visto que tiene
la facultad de unirse directamente a proteinas ubiquitinadas (BOYAULT et al.
2006).

Las HDACs de clase Il tienen un papel mas importante a nivel local,
estando estrechamente ligadas a procesos de diferenciacion celular. Se
localizan tanto en ndcleo como en citoplasma y su expresion es especifica de
tejido. HDAC9 esté implicada en la diferenciacién de cardiomicitos (ZHANG et al.
2002), mientras que HDAC7 esta implicada en la regulacion negativa y en la

apoptosis de las células T (DEQUIEDT et al. 2003).

38



Introduccion

4.9.2.2 Funciones

Las HDACs pueden regular la expresion génica de distintas formas.
En primer lugar, las HDACs pueden impedir la transcripcién génica mediante su
actividad desacetiladora de histonas, que produciria un incremento entre las
interacciones idnicas de las histonas cargadas positivamente y el DNA cargado
negativamente, produciendo una estructura de la cromatina mas compacta que
dificultaria el acceso a los factores de transcripcion y maquinaria de
transcripcion. Ademas, las HDACs pueden regular la expresion génica de otras
formas. Pueden hacerlo por interaccion directa con factores de transcripcion
(E2F, p53, Rb, NF-kB (LIN et al. 2006)...) o bien, ejerciendo su actividad
catalitica sobre sustratos no histénicos implicados en funciones de
homeostasis, diferenciacion y apoptosis (Minuccl and PELicci 2006).

Las HDACs son enzimas clave en la regulacién del ciclo celular y la
apoptosis gracias a su interaccion con determinados factores de transcripcion.
Por ejemplo, HDAC1 y HDAC?2 estan implicadas en la represion transcripcional
mediada por la proteina Rb. E2F, factor de transcripcién implicado en el control
del ciclo celular, se asocia a la proteina Rb reprimiendo la transcripcion de los
genes que estan bajo su control. Esta represién puede estar causada por un
reclutamiento de HDACs a los promotores de estos genes (ROBERTSON et al.
2000).

Una de las interacciones mejor conocidas entre HDACs y proteinas no
histonicas es la interaccion de HDACs y DNA metilado mediante la union a
proteinas con un dominio de union al DNA metilado (MBD, methyl-binding
domain). Las proteinas MBD reclutan complejos que contienen HDACs a
promotores hipermetilados como mecanismo de represion génica (JONES et al.
1998). Las HDACs también pueden interaccionar con otras proteinas
modificadoras epigenéticas, tales como metiltransferasas del DNA. Por
ejemplo, se ha observado que células tumorales deficientes en DNMT1 tienen
incrementados los niveles de H3 acetilada y disminuidos los de H3 metilada.
Estos cambios se asocian con una pérdida de interaccién de HDACs y proteina

HP1 (heterochromatin protein 1) con la histona H3 (ESPADA et al. 2004).
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4.9.2.3 HDACs y cancer

Las actividades relacionadas con HDACs pueden estar relacionadas con
el desarrollo de un proceso tumoral de varias formas.

En primer lugar, se ha estudiado el patron de expresion de los distintos
tipos de HDACs en cancer. HDACL1 esta sobre-expresada en tumores gastricos
(Kim et al. 2007b), de prostata (HALKIDOU et al. 2004), de mama (Suzuki et al.
2009) de colon (IsHIHAMA et al. 2007), renal (FRITZSCHE et al. 2008), de prostata
(WEICHERT et al. 2008) y de ovario (JIN et al. 2008). HDAC2 también tiene altos
niveles de expresion en cancer de ovario (JIN et al. 2008), renal (FRITZSCHE et
al. 2008), mama (Suzuki et al. 2009), prostata (WEICHERT et al. 2008) y
colorrectal (AsHKTORAB et al. 2009), mientras que HDAC3 esta sobre-
expresada en cancer renal (FRITzSCHE et al. 2008), de ovario (JIN et al. 2008) y
prostata (WEICHERT et al. 2008) y HDACG6 en tumores de mama (Suzuki et al.
2009). La sobre-expresion de las HDACs en distintos tipos tumorales se puede
asociar a la formacion de complejos represores en la regidon promotora de los

1WAFL asta

genes supresores tumorales. Por ejemplo, se ha visto que p2
reprimido epigenéticamente por hipoacetilacion de las histonas a nivel de
promotor mediada por la actividad de HDAC1 (Gui et al. 2004). Otro ejemplo es
la represion de la E-CADERINA por el reclutamiento aberrante de HDACs a su
promotor, promoviendo asi la invasion tumoral y la metastasis (Figura 3)(VON

BURSTIN et al. 2009).
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Figura 3: Implicacion de HDACs cléasicas en la biologia del cancer. Imagen de (WITT et
al. 2009)
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Ademas se ha observado una relacion directa entre inactividad de HDAC
y desarrollo del cancer. Ropero et al. (RoPERO et al. 2006). describieron una
mutacion en el gen de HDAC2 en carcinomas colorrectales y observaron que
esta falta de actividad enzimatica estaba relacionada con un mayor desarrollo
tumoral que podria estar producido por un incremento en la expresion de
ciertos oncogenes.

El papel de las HDACs en cancer no esta restringido a su accion sobre
las histonas, sino que también estda implicada su accién catalitica sobre
sustratos no histonicos. Por ejemplo, HDACL1 interacciona y desacetila a p53,
desestabilizandolo e inactivandolo, provocando un escape de las células

tumorales a la muerte por apoptosis (JUAN et al. 2000).

5. Sirtuinas

Las Sirtuinas son proteinas homologas a la familia Sir2 de S. cerevisiae,
implicada en el silenciamiento epigenético de telémeros, DNA ribosémico
nucleolar y de genes implicados en el tipo de cruzamiento (Guarente 1999).
Las Sirtuinas requieren como cofactor metabdlico NAD® para ejercer su
actividad enzimética. Su domino catalitico, altamente conservado, puede
ejercer dos tipos de reacciones enzimaticas: la desacetilacion y la ADP-
ribosilacion. Durante la reaccion de desacetilacion, NAD" se hidroliza para
generar nicotinamida, 2"-O-acetil-ADP-ribosa y la diana desacetilada. En
cambio, durante la reaccion de ADP-ribosilacion, la ADP-ribosa se une a la
proteina diana acetilada y se libera la nicotinamida ( ).

Hay dos mecanismos de retroalimentacidon que regulan la actividad
catalitica de las Sirtuinas. En primer lugar, la nicotinamida es un inhibidor de la
enzima, ya que compite directamente con NAD® por la uni6on al dominio
catalitico. En segundo lugar, los niveles de NAD™ controlan la actividad de las
Sirtuinas. Los niveles de NAD" y NADH estan regulados por varias enzimas y
estan ligados a la dieta y al estado metabdlico de la célula. La enzima
nicotinamida fosforibosiltransferasa (Nampt) utiliza la nicotinamida para

regenerar NAD" y asi promover la actividad de las Sirtuinas (YANG et al. 2006).
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En cambio, la poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP), una proteina nuclear
implicada en la reparacion del DNA, cataliza la reaccion contraria; utiliza NAD*

para generar nicotinamida y ADP-ribosa ( ).
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‘a o
a2 el =
' A HIE |
S { \ 'l
K II ‘|
I Y
+ <-/ : T~ - \\>
’: Y\ N AM ADP et ’

ADP -

2'-O-acetyl-ADP-ribose

Figura 3: Actividades enzimaticas de las Sirtuinas. Las sirtuinas catalizan las reacciones de
desacetilacion y ADP-ribosilacion. Ambas reacciones necesitan NAD+ como cofactory
producen nicotinamida. Imagen tomada de Feige and Auwerx (Feige and Auwerx 2008) . NAM:
nicotinamida

En mamiferos se han descrito siete proteinas pertenecientes a la familia de las
Sirtuinas, Sirtl, -2, -3, -4, -5, -6 y-7. Sirtl, 6 y 7 se localizan en el nucleo, Sirt2
en el citoplasma y Sirt3, 4 y 5 en la mitocondria ( ).

Las Sirtuinas se caracterizan por tener una gran variedad de proteinas diana
sobre las que ejercer su actividad enzimatica, pueden actuar tanto sobre
sustratos histdnicos (K16H4...) como no histonicos (p53, FOXO...). Gracias a
esta variabilidad de sustratos y localizacion celular, su actividad se ha
relacionado con una gran variedad de procesos biolégicos, senescencia,

apoptosis, regulacién del ciclo celular y reparacién del DNA.

42



Introduccion

Tipo
(localizacion
cromosdmica)

Localizacion celular

Sustratos

Funciones celulares

Sirt1 (10g21.3)

nucleo y citoplasma
(predominantemente nuclear)

Histonas: K26H1, K9H3,
K14H3, K16H4, H2A.Z
No histonas: p53, FOXO,

PGC-1a, Ku70, NF-kB,PPARY,

p300, CBP, TAF1B, Pol |,

HES1, HEY2, PML, MyoD, Tat,

BCL-6, Rb, p73, PCAF, LXR,
B-catenina, H1C1, TAFI68

Regulacién metabolismo
celular, neuroproteccion, papel
antiinflamatorio,
cardioproteccion, estimulacion
de la transcripcion del HIV,
antioxidante, regulacién de la
autofagia, supervivencia
celular, envejecimiento, anti-
tumoral, pro-tumoral

Sirt2 (19913.2)

nucleo y citoplasma
(predominantemente
citoplasmatica)

Histonas: K14H3, K16H4
No histonas: a-tubulina, p53,
FOXO

Regulacién del ciclo celular,
supresion tumoral (gliomas),
mielinogénesis, diferenciacion
de adipocitos, inhibicién de la
adhesion celular y la migracion

Sirt3 (11p15.5)

Mitocondria (membrana

Histona: K16H4
No histonas: acetilCoA-

Regulacion del metabolismo
celular, termogénesis,

interna) sintetasas, GDH apoptosis, supervivencia
celular, envejecimiento
Sirt4 (12q24.31) Mitocondria Glutamato deshidrogenasa Regulamoinngjliizcreuon de
. . ! ) Regulacién del metabolismo y
Sirt5 (6p23) Mitocondria H4, citocromo C, p53 del ciclo de a urea
Reparacion del DNA,
Sirt6 (19p13.3) Nuclear Histona K9H3 mantenimiento de telémeros,
homeostasis de la glucosa
Activacion de la RNA pol |,
Sirt7 (17925.3) Nucleolar p53 supervivencia celular,

envejecimiento

Tabla 3: Resumen de los tipos de Sirtuinas en humanos y su funcioén biolégica asociada. Tabla

modificada de (INOUE et al. 2007a).

5.1Sirtl

Sirtl es una proteina predominantemente nuclear de 747 aminoécidos y

un peso molecular de aproximadamente 80KDa. Sirtl cataliza la reaccion de

desacetilacion sobre una gran variedad de sustratos, histonas y proteinas no

histénicas.

Sirtl tiene actividad de desacetilacion sobre los siguientes residuos de
histonas: K26H1, K9H3, K16H4, K14H3 y H2A.Z.

Las proteinas no histonicas sobre las que Sirtl puede ejercer su

actividad se pueden dividir en tres grandes grupos:
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- factores de transcripcion: proteinas de la familia FOXO, p53, PGC1-a, PPARYy,
MyoD, NF-kB, E2F1, etc.

- proteinas de reparacion del DNA: ku-70 y MRN.

- enzimas relacionadas con la cromatina: las HATs p300 y PCAF (factor
asociado a P300/CBP), los correpresores NCOR/SMRT, etc.

- factores de sefalizacion: Smad7 y eNOS.

La actividad de Sirtl estd relacionada con una gran variedad de
procesos biolégicos: homeostasis celular, diferenciacion, senescencia, ciclo
celular, ademas de sus funciones reguladores de la transcripcion génica y
formacion de heterocromatina asociadas a su actividad catalitica sobre
residuos histonicos.

Sirtl participa activamente en los procesos de diferenciacion celular
del musculo esquelético y de adipocitos. Sirtl se une a PCAF, inhibiendo al
factor de transcripcion MyoD responsable de la diferenciaciéon a miocitos.
Ademas, Sirtl inhibe la diferenciacién a adipocitos, impidiendo la unién de
PPARYy a sus cofactores NcoR y SMRT (FEIGE and AuweRX 2008; PICARD et al.
2004).

Sirtl también se ha relacionado con la promocion de la supervivencia
celular, ya que inicia el arresto del ciclo celular y promueve la reparacion del
DNA a través de la desacetilacion de FOXO y Ku70. La desacetilacion de
FOXO suprime la activacion de las proteinas proapoptoticas Bim y ligando de
Fas y promueve la activacién de p27“P y GADD45a para inducir el arresto del
ciclo celular (BRUNET et al. 2004; KOBAYASHI et al. 2005). Por otro lado, Sirtl
desacetila e inactiva a Ku70 (CoHEN et al. 2004a; CoHEN et al. 2004b), con lo
cual no participa activamente en la reparacion del dafio producido en el DNA ni
induce apoptosis al no poder activar a la proteina proapoptética Bax (SAWADA
et al. 2003). Ademés de a través de Ku70, SIRT1 est4 ligada a la reparacion
del dafio en el DNA mediante su interaccion con el complejo MRN, implicado
en la reparacion por recombinacion homologa (YuaN et al. 2007). Otra de las
dianas de SIRT1 es NF-kB, principal promotor de la tumorigénesis inducida por
inflamacion crénica. NF-kB se mantiene de forma inactiva en el citoplasma
celular y se trasloca al nucleo en respuesta al estrés, a la infeccion y a la

inflamacion, en donde induce la transcripcidon de genes implicados en la
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regulacion del ciclo celular, de apoptosis, de proliferacién y de migracion celular
(Piva et al. 2006). Por lo tanto, la desacetilacion de NF-kB por SIRT1 reprimiria
la transcripcion de los genes dependientes de NF-kB, promoviendo asi la
supervivencia celular (YEUNG et al. 2004).

La actividad de Sirtl también esta asociada al metabolismo de los
carbohidratos. Se ha observado que el aumento en la actividad de SIRT1
producida por la restriccion cal6rica, aumenta los niveles de insulina en las
células B pancreaticas, inhibe la glucdlisis y estimula la gluconeogénesis en el
higado, debido a la desacetilacion de PGC1-a (BANKsS et al. 2008; ERION et al.
2009; HaiGIs and GUARENTE 2006).

Sirtl puede intervenir en la formacion de la heterocromatina
facultativa a varios niveles:

- facilitando la compactacion de la cromatina a través de la desacetilacion de
K16H4, K9H3 y K26H1 (VAQUERO et al. 2004)

- eliminando marcas relacionadas con un estado transcripcionalmente activo de
la cromatina, como la 2meK79H3 (VAQUERO et al. 2004).

- promoviendo la incorporacion de marcas asociadas a la heterocromatina,
como la 3meK9H3 y 1meK20H4. SIRT1 promueve la trimetilacion de la K9H3
mediante el reclutamiento y desacetilacion de la histona metiltransferasa
Suv39hl, principal enzima que metila este residuo (PETERS et al. 2001; SCHER
et al. 2007). Ademas Sirtl puede formar un complejo con Suv39hl que se une
a K9H3 en el locus de DNAr, lo que provoca la dimetilacion y desacetilacion de
K9H3, reprime la transcripcion de DNAr y establece un estado de
heterocromatina en este locus, protegiendo a las células de la apoptosis
(MURAYAMA et al. 2008).

5.1.1 Regulacion de la expresion de Sirtl

La expresion de Sirtl esta regulada por distintos factores y a distintos

niveles, a nivel transcripcional y a nivel post-transcripcional ( ).
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A nivel transcripcional

- a través de p53. El promotor de Sirtl presenta dos sitios de unién a
p53. La union de p53 a estos sitios reprimiria la expresion de Sirtl. En ausencia
de nutrientes, FOXO3 se traslocaria al nudcleo, interaccionaria con p53,
inhibiendo asi su actividad represora sobre Sirtl. Ademas, como p53 y Foxo
son dianas de accion de Sirtl, este mecanismo de regulacion tendria un
componente de retroalimentacion negativa (NEMOTO et al. 2004).

- a través de E2F1. El regulador de la apoptosis y ciclo celular E2F1 se
une al promotor de Sirtl induciendo su expresion. A su vez, Sirtl inhibe la
expresion de E2F1 desacetilandolo, lo que a su vez, tiene efectos sobre la
apoptosis y sobre la reparacion del DNA. Asi pues, la pérdida de E2F1 tendria
un doble efecto: se deterioraria la respuesta de reparacion del DNA dafado e
incrementaria la expresion de Sirtl, lo cual afectaria a la apoptosis celular
(WANG et al. 2006).

- através de H1C1 (gen supresor tumoral hipermetilado en cancer). Sirtl
desacetila a H1C1 y promueve su sumoilacion. Cuando H1C1l esta
desacetilado y sumoilado ejerce un efecto represor sobre la expresion de Sirtl
(CHEN et al. 2005).

A nivel post-transcripcional

- por el ratio NAD*/NADH celular y por los niveles de nicotinamida.
Cuanto mayor sea el ratio y menor los niveles de nicotinamida, mayor sera la
expresion de Sirtl. La concentracion celular de NAD" esta relacionada con la
restriccion caldrica. La restriccibn calérica provoca el aumento de la
concentracion celular de NAD", y por lo tanto, aumenta la actividad de las
Sirtuinas, y en particular de SIRT1 (CoHEN et al. 2004b). En cambio una alta
concentracion de nicotinamida produce una disminucion de la expresion de
Sirtl.

- a través de HUR. HUR es una proteina que se une al extremo 3'UTR de
RNAmM de Sirtl y lo estabiliza. A su vez, HUR esta regulado por fosforilacion,

reaccion catalizada por Chk2. Cuando HuR est4 fosforilada se disocia del
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RNAm de Sirtl, con lo cual desciende la estabilidad del transcrito y bajan los
niveles de la proteina de Sirtl. La actividad de Chk2 aumenta por estrés
oxidativo y dafio en el DNA, teniendo como consecuencia final el descenso de
expresion de Sirtl y aumentando la sensibilidad de la célula a la induccion de
apoptosis a través de la acetilacion de p53 y otros factores (ABDELMOHSEN et al.
2007).

- a través de AROS (active regulator of Sirtl), un regulador positivo
enddgeno se Sirtl. AROS aumenta la actividad desacetilasa de Sirtl (Kim et al.
2007a).

- a través de DBC1. DBC1 (supresor tumoral deleccionado en cancer de
mama 1) actia como un inhibidor de Sirtl, ya que se une al centro catalitico de
la enzima inhibiendo su accion (ZHAO et al. 2008).

- a través de SENP1 (SUMO-specific protease 1). SENP1 es una
desumoilasa proapoptética nuclear que reduce la accion desacetilasa de Sirtl.
Bajo condiciones de estrés celular, SENP1 se une directamente al extremo
carboxilo de la proteina Sirtl y la inactiva por desumoilacién, produciendo una

activaciéon de la apoptosis celular mediada por p53 (YANG et al. 2007).

1 243 499 747
@ E2F1 . Dominio ) Sirtl
T_ ; N-terminal catalitico C-terminal proteina
2 | AROS | DBC1 SENP1
Sirtl promotor
Estabilidad Sirtl
Sirtl RNAm sumoilacion
Sirtl

Sirtl RNAm

Sirt1 proteina Actividad desacetilasa

Figura 4: Regulacion de la expresion de Sirtl a nivel transcripcional y posttranscripcional.

Imagen modificada de (Liu et al. 2009).

5.2 Sirt2

Sirt2 es una enzima principalmente citoplasmatica que participa en la
regulacion del ciclo celular a través de la dinamica de ensamblaje de

microtUbulos y de su implicacién en la compactacion de la cromatina. Las dos
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dianas principales de la actividad enzimatica de Sirt2 son AcK16H4 y a-
tubulina.

Sirt2 participa en el bloqueo del ciclo celular a nivel de G2/M bajo
condiciones de estrés mitético o crecimiento incontrolado previniendo la
condensacion de los cromosomas a través de la desacetilacion global de
K16H4 (INOUE et al. 2007b; INOUE et al. 2009). Sirt2 se asocia a la HDAC6 y
desacetila a la a-tubulina, participando asi con la organizacion y ensamblaje de
microtubulos (INOUE et al. 2009; NORTH et al. 2003).

Sirt2 también puede estar localizada en el ndcleo. Durante la transicion
de G2/M, Sirt2 es hiperfosforilada y transportada al ndcleo, lo que coincide con
una desacetilacion masiva de K16H4 antes de la mitosis que asegura una
correcta condensacion de la cromatina en los cromosomas (VAQUERO et al.
2006). De todas formas, aun no se sabe bien si los efectos de Sirt2 sobre el
punto de control G2/M se debe a su accién sobre la K16H4 o bien, a otros
sustratos desconocidos. Estudios recientes han implicado a Sirt2 como posible
responsable del silenciamiento génico de distintos factores tales como FOXO o
P300 (BLACK et al. 2008; WANG and ToNG 2009), lo cual la situa directamente
en el ndcleo celular.

Ademas de estas funciones sobre la cromatina y el ciclo celular, se han
descrito funciones para Sirt2 especificas de tejido. Por ejemplo, en el cerebro,
parece que esta asociada a la diferenciacion oligodendrocitica, y se relaciona
con enfermedades neurodegenerativas (OUTEIRO et al. 2007).

5.3 Sirt3, Sirt4 Y Sirt5

Estas tres Sirtuinas estan localizadas en la mitocondria, por lo que
parecen estar estrechamente ligadas a la regulacion del metabolismo celular.

Sirt3 esta asociada a la regulacion del metabolismo mitocondrial, a la
termogénesis adaptativa, a la regulacion de la energia y a la apoptosis a través
de la desacetilacion de numerosas proteinas mitocondriales, tales como la
acetil-CoA sintetasa (SCHWER et al. 2006; SCHWER et al. 2002), FOXO (JAcOBS
et al. 2008) o PGC-1a. Sirt3 es la Unica de las Sirtuinas mitocondriales que esta

ligada a la regulacion de la cromatina. Se puede localizar en el nucleo, en
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donde induce represion génica por desacetilacion de histonas, principalmente
de K16H4 (ScHER et al. 2007).

Sirt4 esta implicada en la inhibicion de la secrecion de insulina (AHUJA et
al. 2007; ARGMANN and AUWERX 2006) a través de la represion que ejerce sobre
la enzima GDH, proteina mitocondrial que convierte el glutamato en a-
ketoglutarato (HAIGIS et al. 2006).

Sirt5 parece estar ligada funcionalmente a la Sirt3 (NAKAMURA et al.
2008). Esta relacionada con el control del ciclo de la urea mediante la
activacion ejercida sobre la enzima CPS1 (carbamoil fosfato sintetasa 1), que
aumenta el catabolismo de aminoacidos (NAKAGAWA et al. 2009). Ademas, Sirt5
también puede desacetilar al Citocromo c, una proteina fundamental en el

metabolismo oxidativo y en la iniciacién de la apoptosis (SCHLICKER et al. 2008).

5.4 Sirt6

Sirté es una enzima principalmente nuclear asociada a la cromatina que
se expresa en la mayoria de los tejidos. Estd implicada en funciones tales
como la reparacion del DNA, la integridad telomérica o la sefalizacion de NF-
kB. Su funcién en la reparacion del DNA estaria mediada a través de la ruta
BER, responsable de la reparacion de DNA dafiado por estrés oxidativo o
genotdxico (MosTosLAvsKY et al. 2006). La desacetilacion de KO9H3 mediada
por Sirt6 esta intimamente ligada al mantenimiento de la integridad telomérica
en mamiferos (MICHISHITA et al. 2008). La desacetilacion de K9H3 por parte de
Sirt6 también ocurre a nivel del promotor de NF-kB, reprimiendo su expresion vy,
por lo tanto, incrementando la senescencia celular y produciendo una cierta

resistencia a fenomenos apoptoéticos (KAWAHARA et al. 2009).
5.5 Sirt7
Sirt7, localizada en el nucleolo celular, es un regulador positivo de la

expresion de genes de DNA ribosémico gracias a su asociacion a la RNA Pol |
(ForbD et al. 2006; Gros et al. 2009).
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5.6 Sirtuinas y cancer

Sirly cancer

Existe una controversia en cuanto a la funcion de Sirtl como
oncosupresor u oncogénico. Esta controversia se sustenta en los estudios de
expresion de Sirtl en tumores, en la actividad que ejerce sobre oncogenes y
oncosupresores y en el amplio abanico de funciones donde se ha relacionado
su actividad enzimética, que van desde la regulacion del ciclo celular y la
apoptosis hasta la regulacion de la esperanza de vida descrita en varios
modelos animales.

Sirtl estd sobre-expresado en una gran cantidad de tipos tumorales
entre los que se incluyen prostata (HOFFMANN et al. 2007), colon (NosHoO et al.
2009), leucemia (BRADBURY et al. 2005), linfoma (JANG et al. 2008) y gastrico
(KAWAHARA et al. 2009). La sobreexpresion de Sirtl podria ser la causa de uno
de los fenbmenos comunes a muchos tipos tumorales, la hipoacetilacion de
K16H4 (FRAGA et al. 2005b; PrRuUITT et al. 2006). Ademas, el incremento en la
expresion de Sirtl produce la desacetilacion e inactivacion de p53, con lo cual
las células tumorales adquiririan una ventaja selectiva de escape al proceso de
apoptosis (CHEN et al. 2005).

En las células tumorales, Sirtl se localiza en el promotor de los genes
supresores tumorales densamente hipermetilados (E-CADERINA, MLH1,
GATA-4, GATA-5 y p27) contribuyendo asi al estado de inactividad
transcripcional. Sirtl bloquea los procesos de senescencia, diferenciacion
celular y apoptosis y promueve el crecimiento celular, la angiogénesis y la
vasodilatacion (POTENTE et al. 2007).

Sin embargo, algunos estudios relacionan Sirtl con una funcion de
supresién tumoral. Por ejemplo, la sobreexpresion de Sirtl en ratones APC™"*
reduce, en lugar de incrementar, la formacion de tumores de colon. Esto se
debe a que Sirtl desacetila a B-Catenina y promueve su localizacion
citoplasmatica, en vez de su localizacion nuclear, relacionada con su actividad
oncogénica (FIRESTEIN et al. 2008). Ademas, el resveratrol, que es un activador

de Sirtl, induce apoptosis en estas células e inhibe la formacion de tumores
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(WANG et al. 2008). La sobreexpresion de Sirtl inhibe el crecimiento y la
proliferacion in vitro de células de cancer de préstata que expresan el receptor

de andrégenos (Fu et al. 2006).

Sirt2 y cancer

La relacion de la actividad enzimética de Sirt2 y el desarrollo del proceso
tumoral aun necesita ser elucidada. Se ha descrito que Sirt2 estd muy poco
expresada en gliomas y que una sobreexpresion de Sirt2 reduce el numero de
clones estables en células de glioma en cultivo, sugiriendo que Sirt2 podria
actuar como un gen supresor tumoral (HIRATSUKA et al. 2003). De todas formas
su conexion con el cancer es ineludible teniendo en cuenta el papel clave que
Sirt2 ejerce sobre el control del ciclo celular, bloqueando la condensacion
cromosomica en respuesta a un estrés mitético y previniendo la inestabilidad
cromosOmica (INOUE et al. 2007b). Asi pues, la baja expresién de Sirt2 en
gliomas podria conducir a una inestabilidad cromosdémica y como consecuencia

al desarrollo de un proceso tumoral.

Otras Sirtuinas y cancer

Se han descrito distintos patrones de expresion del resto de las Sirtuinas
en distintos tipos tumorales. Sirt7 estd sobreexpresado en células tumorales
tiroideas, mientras que tanto Sirt3 como Sirt7 tienen aumentada su expresion
en tumores de mama (AsSHRAF et al. 2006). Sirt3 se ha relacionado con vias
apoptoticas basales y Sirt7 con la proliferacién celular. Por el contrario, Sirt4
esta poco expresado en células de leucemia mieloide (BRADBURY et al. 2005).
En cuanto a la implicacion de Sirt6 en cancer se ha visto que es capaz de

interaccionar con GCIP, un posible gen supresor tumoral (MA et al. 2007).
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6. Inhibidores de HDACs clasicas (HDACI)

Las HDACs regulan gran cantidad de procesos celulares como la
expresion génica, la homeostasis, el control del ciclo celular, la diferenciacién o
la apoptosis celular. En tumores se han descrito patrones de expresion
alterados de las distintas HDACs que ponen de manifiesto su implicacion en los
procesos de formacién y progresion tumoral. Por todo ello, desde hace tiempo
se viene considerando las HDACs como atractivas dianas para el desarrollo de
terapias y drogas antitumorales.

Segun su estructura quimica, los inhibidores de HDACs (HDACI) se pueden
dividir en cuatro clases: acidos grasos de cadena corta, acidos hidroxamicos,

péptidos ciclicos y benzamidas.

Acidos grasos de cadena corta

Los mas estudiados son los butiratos y el valproato. Su mecanismo de
accion aun no esta claro; podrian competir con el acetato liberado en la
reaccion de desacetilacion. Los butiratos se han asociado a la inhibicion del
crecimiento tumoral en préstata, colon, endometrio, neuroblastoma... en donde
acttan a concentraciones del rango de milimolar (CARDuUcCI et al. 1996; CHEN
et al. 2002; CoNDORELLI et al. 2008).

El butirato s6dico (NaB) es un producto de la fermentacion anaerdbica
generado por las bacterias intestinales y es uno de los acidos grasos con
actividad de HDACi mejor estudiados. Inhibe el crecimiento de células
tumorales induciendo arresto del ciclo celular, diferenciacion y apoptosis (Kim et
al. 2007b; LI et al. 2008; MEDINA et al. 1998). Ademas, el NaB tiene un papel
antiinflamatorio en la mucosa, gracias a la modulacién que ejerce sobre ciertas
citoquinas proinflamatorias (SAEMANN et al. 2000).

El valproato sdédico (VPA) inhibe a las HDACs de clase | y lla mas
eficientemente que el NaB. Aunque el VPA se usa como anticonvulsivo para el
tratamiento de la epilepsia, numerosos estudios demuestran su efecto
antitumoral en cancer de prostata, neuroblastoma, etc. Reduce de forma

significativa el crecimiento tumoral y la formacion de metastasis en animales
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con tumores. También es causante del arresto del ciclo celular (CINATL et al.
1997), de la descondensacion de la cromatina (MARCHION et al. 2005) y de
fenomenos de diferenciacion celular (CINATL et al. 2002). Induce diferenciacion
en lineas celulares derivadas de neuroblastoma (BLAHETA et al. 2002; CINATL et

al. 1996), glioma, teratocarcinoma y leucemias (GURVICH et al. 2004).

Acidos hidroxamicos

A este grupo pertenecen dos de los HDACi mas comunmente utilizados
en el laboratorio, la tricostatina A (TSA) y el &cido hidroxdmico del
suberoylanilide (SAHA).

El TSA fue aislado de Streptomyces hygroscopicus como antibiotico
antifngico y mas tarde se demostr6 que poseia cualidades de agente
antiproliferativo y diferenciador a muy bajas concentraciones en leucemia
murina (YOSHIDA et al. 1987). El TSA es un inhibidor no competitivo de HDACs
de clase | y de clase I, pero no ejerce ningun efecto sobre las Sirtuinas (KHAN
et al. 2008). En las células tumorales de cancer de pulmén y de melanoma, el
TSA provoca la acetilacion de histonas y la expresion de p21,
independientemente de p53, que induce un retraso del ciclo celular en la fase
G2/M y en una acumulacién de Rb (ZHANG et al. 2009a). Ademas, el TSA
parece estar ligado a una inhibicion de la actividad de la telomerasa
(MUKHOPADHYAY et al. 2005). Sin embargo, aunque se ha demostrado
ampliamente la actividad antitumoral del TSA, aun no se ha utilizado en
ensayos clinicos debido a la gran cantidad de efectos colaterales asociados a
Su uso.

El SAHA es un potente inhibidor de HDACs de clase | y Il capaz de
unirse y bloquear el centro activo de estas enzimas. Es muy eficaz como
inductor de apoptosis y diferenciacion celular a bajas concentraciones. Provoca
arresto del ciclo celular y muerte en gran variedad de tipos tumorales in vitro e
in vivo a concentraciones no toéxicas para las células normales (BUTLER et al.
2000; KeLLY and MARKs 2005). EI mecanismo por el cual ejerce esta accién
antitumoral no esta bien caracterizado, pero puede deberse en parte a la

acumulacién de histonas acetiladas que tiene como consecuencia una
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activacion transcripcional de muchos genes proapoptoéticos, entre los que se
incluyen p21YAF, un inhibidor de la proliferacién celular (Kelly and Marks 2005).
Desde el afio 2006, el SAHA, o también llamado Vorinostat, esta aprobado por
la US FDA (Food and Drug Administration of United States) como agente
antitumoral para el tratamiento de CTCL (Advanced Primary Cutaneous T-Cell
Lymphoma) y estad siendo usado en numerosos ensayos clinicos contra el

cancer de préstata, melanoma, linfomas, etc.( http://clinicaltrials.gov). Se ha

descrito un papel sinérgico del SAHA con otros tratamientos habituales contra
el céancer, como la radiacion, inhibidores del proteosoma o0 agentes
antiangiogénicos (BASCHNAGEL et al. 2009; HeIDER et al. 2009). Otro de los
hidroxamatos con gran importancia clinica es el Panobinostat o LBH-589, que
esta en fase Il y Il para el tratamiento de leucemia mieloide cronica y mieloma

multiple.

Péptidos ciclicos

El HDACi mas conocido y utilizado es el Romidepsin o FK-228. El
Romidepsin es una pro-droga, ya que hasta que no llega a las células no se
convierte en un compuesto activo, capaz de interaccionar con el zinc en el
centro activo de las HDACs de clase | e inhibir su accion. Induce arresto del
ciclo celular y apoptosis en una gran variedad de células tumorales. Produce
apoptosis a través de la inhibicion de la expresién de muchas vias de accién
relacionadas con EGFR, resultando en una baja expresion de Bcl-2 y Bcl-xL,
una sobreexpresion de Bax y activacion de la cascada p38MAPK en células de
cancer pulmonar (Yu et al. 2007). EI Romidepsin esta actualmente en estudio
clinico para distintos tipos tumorales, en donde se estan obteniendo respuestas
favorables (MoLIFe et al. 2009; Woo et al. 2009).

Benzamidas

A este grupo pertenecen dos inhibidores que se estan usando en

ensayos clinicos
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El MS-275 inhibe de forma preferencial a HDAC1 y 9, mientras que es
inactiva frente a HDAC4, -6, -7 y -8 (KHAN et al. 2008). Induce apoptosis de
células tumorales de proéstata, colon y de leucemia mieloide, linfocitica B-
cronica y de células T (BRACKER et al. 2009; QIAN et al. 2007; VIRE et al. 2009).
Actualmente, esta siendo evaluada en clinica en administracion conjunta con

otros agentes antitumorales (http://clinicaltrials.gov).

El MGCD-0103 es una benzamida que actla especificamente sobre
HDAC de clase | y IV. Induce hiperacetilacion de histonas, apoptosis y bloqueo
del ciclo celular en varias lineas tumorales humanas (FOURNEL et al. 2008).
Actualmente esta siendo utilizado en ensayos clinicos en pacientes con

linfomas, leucemia o sindromes mielodisplasticos.

7. Inhibidores de Sirtuinas

Los inhibidores de Sirtuinas estan menos validados como agentes
antitumorales y, por lo tanto, menos desarrollados farmacolégicamente que los
inhibidores de las HDACs clasicas. Se debe fundamentalmente a la gran
cantidad de dianas que presentan las Sirtuinas, que les hace estar involucradas
en un alto nimero de procesos celulares, tales como, regulacién del ciclo
celular, apoptosis, activacion o represion transcripcional y metabolismo.
Ademas de la nicotinamida, que es un inhibidor endégeno de las Sirtuinas, se
han descrito varios compuestos con actividad inhibidora de estas enzimas.

Splitomicin

Este compuesto, identificado por Bedalov et al. (BEDALOV et al. 2001),
tiene una actividad inhibidora de Sir2 en Saccharomyces cerevisiae, pero
debido a que no es muy eficaz contra las Sirtuinas humanas, se han
desarrollado una serie de compuestos analogos una mayor actividad. Estos
compuestos podrian ser utiles en el tratamiento contra el cancer y en otras
enfermedades, promoviendo la apoptosis de células cancerosas e inhibiendo
transcripcionalmente la actividad de oncogenes. Por ejemplo, un analogo de
Splitomicin, denominado HR73, inhibe la actividad de Sirtl y de Tat, una

proteina esencial para la activacion transcripcional del provirus del virus de la
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inmunodeficiencia humana (VIH). Estos resultados proponen a Sirtl como

candidata a diana terapéutica de pacientes con VIH (PAGANS et al. 2005).

Sirtinol

Grozinger et al. (GROzINGER et al. 2001) describieron un nuevo tipo de
inhibidores de Sirtuinas, en los que la presencia del grupo 2-hidroxil-1-naftol era
suficiente para ejercer su actividad. A este grupo pertenece el Sirtinol, que
inhibe la actividad de Sirtl y Sirt2 in vitro. Ademas, se han desarrollado
compuestos anélogos al Sirtinol que presentan una mayor actividad inhibidora
contra Sirtl y Sirt2 (MAI et al. 2005). EI Sirtinol produce arresto del ciclo celular
en lineas celulares de cancer de mamay de pulmén (OTA et al. 2006). Aumenta
la sensibilidad a camptothecin y cisplatin, dos drogas antitumorales, en PC3
(linea de cancer de prostata) inhibiendo el crecimiento celular (KoJima et al.
2008). Ademas, el Sirtinol presenta actividad antiparasitaria induciendo

apoptosis en amastigotes de Leishmania infantum (VERGNES et al. 2005).

AGK2

Este compuesto es un potente inhibidor de Sirt2. Outerio et al. (OUTEIRO
et al. 2007) lo usaron en un modelo de enfermedad de Parkinson y observaron
qgue la inhibicion de Sirt2 mediante AGK2 disminuia los efectos negativos

causados por la proteina a-sinucleina asociados a esta enfermedad.
EX-527
Descrito por Napper et al. (NAPPER et al. 2005) como inhibidor especifico

de Sirtl, inhibe la desacetilacion de p53 a bajas concentraciones, pero sin

afectar a la proliferacion celular (SoLomoN et al. 2006).
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Cambinol

El Cambinol inhibe in vitro a Sirtl y Sirt2. Presenta una actividad
apoptética muy potente en lineas celulares del linfoma de Burkitt por un

mecanismo que implica la acetilacion de BCL-6 y de p53 (HELTWEG et al. 2006).

Tenovinas

Estos compuestos fueron descritos inicialmente por Lain et al. (LAIN et al.
2008) como inhibidores de Sirtl, capaces de activar p53 y de inhibir el

crecimiento tumoral a bajas concentraciones.

Suramina

En el 2007 se describié que Suramina, usado originariamente para el
tratamiento de tripanosomiasis, inhibia a distintas Sirtuinas, Sirtl, Sirt2 y Sirt5
(ScHUETZ et al. 2007; TrRAPP et al. 2007). Presenta un efecto antitumoral e
inhibidor de la transcriptasa inversa, pero debido a su alta neurotoxicidad y a

multiples efectos colaterales no se usa para tratamiento terapéutico.

Otros inhibidores de Sirtuinas

Recientemente se han descrito otros inhibidores de Sirtuinas que
necesitan un estudio mas profundo. Por ejemplo, AC-93253 inhibe a Sirt2
produciendo hiperacetilacion de las dianas de accion principales de esta
enzima, a-tubulina y H4 y provocando citotoxicidad en células tumorales sin
afectar a las células normales (ZHANG et al. 2009b). Ademas se han descrito
otros compuestos con actividad inhibidora in vitro de Sirt2, como derivados de
N-(3-(4-hydroxyfenil)-propenoyl)-amino acid tryptamides (KIVIRANTA et al. 2007),
gue necesitan un amplio estudio sobre los mecanismos de accién implicados y

su efecto sobre las células tumorales.
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Obijetivos

Las Sirtuinas son enzimas diana candidatas para el desarrollo de
compuestos antitumorales. Las dos Sirtuinas directamente implicadas en la
regulacion del ciclo celular y apoptosis son Sirtl y Sirt2. Sirtl esta
estrechamente ligada al proceso de muerte celular por apoptosis mediado por
la accién de p53 (van Leeuwen and Lain 2009) y ademas esta relacionada con
ciertas moléculas de adhesion celular, tales como E-caderina (O'HAGAN et al.
2008) y Cortactina (ZHANG et al. 2009c) muy importantes en los mecanismos de
migracion e invasion celular que caracterizan a un proceso metastasico. Sirt2
tiene un papel clave en la regulacion del ciclo celular controlando el paso de
fase G2 a M (DRYDEN et al. 2003; INOUE et al. 2007b) y la acetilacion de K16H4
(VAQUERO et al. 2006), a la vez que esta directamente implicada en la division
celular debido a que una de sus principales dianas de accion es a-tubulina
imprescindible para el ensamblaje de microtubulos y la formacion del huso
mitotico (INOUE et al. 2007b).

En la actualidad varios grupos de investigacion tienen como objetivo el
desarrollo de nuevos compuestos capaces de modular la actividad enzimatica
de las Sirtuinas para producir un efecto anticancerigeno. Sin embargo, estos
nuevos compuestos han de reunir una serie de caracteristicas que no siempre
cumplen. El compuesto ideal debe de inhibir especificamente la actividad
enzimatica de las Sirtuinas produciendo un efecto inhibidor de la proliferacién
celular o induciendo fendmenos de muerte celular y/o diferenciacion celular
especificamente en células tumorales, sin que se vea afectada de ninguna
forma la integridad y funcionalidad de las células no tumorales. Otras
propiedades deseables de inhibidores de Sirtuinas como posibles agentes
antitumorales son que ejerzan su actividad maxima a concentraciones

minimas, que sean tolerables y que no sean toxicas para el organismo.
Por tanto, el propdsito principal de la presente Tesis Doctoral ha sido el

desarrollo y la evaluacion de inhibidores de Sirtuinas como posibles drogas

antitumorales.
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Obijetivos

Los objetivos concretos de este trabajo fueron:

1. Disefio y sintesis de nuevas moléculas con posible capacidad de inhibicién

de Sirtuinas

2. Evaluacion de la capacidad de inhibicion in vitro de la actividad enzimatica

de Sirtl y Sirt2 de los compuestos desarrollados en el objetivo 1.

3. Determinaciéon de los efectos de estos compuestos sobre apoptosis,

diferenciacion y proliferacion celular en lineas tumorales.
4. Caracterizacion detallada de los mecanismos moleculares de accion de los

compuestos desarrollados en el objetivo 1 que hayan mostrado efectos

antitumorales.
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1. Material

1.1 Inhibidores de Sirtuinas

En una primera fase del trabajo, en colaboracién con el Dr. Antonello
Mai, se disefiaron 10 compuestos ( ) que, en base al centro activo de las
Sirtuinas y a la estructura molecular de otros inhibidores de Sirtuinas, pudiesen
inhibir mas eficientemente la actividad de las Sirtuinas.

El estudio del modelado tridimensional de los distintos compuestos
inhibidores de Sirtuinas se ha llevado a cabo gracias al programa GOLD
basado en un algoritmo genético (JONES et al. 1997). En primer lugar se definio
el &rea de la estructura de la Sirtuina que se iba a considerar para el estudio de
acoplamiento entre la enzima y el inhibidor. Se utilizé un regién esférica de 10
A alrededor del oxigeno O de la glicinal67 (GIn 167). Ademas se estudid en
profundidad el domino de union de la Sirtuina, los dominios de union de la
ribosa y del NAD" y el domino de union del EX527, que es un inhibidor
especifico de Sirtl (HuHTINIEMI et al. 2006). Cada uno de los ligandos
(inhibidores a estudio) se acoplo al area de la Sirtuina definida previamente
unas 50 veces, cada vez con una orientacion distinta, sin limitaciones ni
sesgos. Para cada orientacion del ligando y para cada area de la zona de
union, el programa dio una puntuacion de acoplamiento entre ambas partes
gue fue decisiva para la eleccion de los compuestos que mejor se acoplaban a
la Sirtuina.

Todos los compuestos se disolvieron en DMSO (dimetilsulféxido), se
hicieron alicuotas a una concentracion de 100 mM y se conservaron a -20°

hasta su uso.
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NOMBRE

ESTRUCTURA

NOMBRE

ESTRUCTURA

MC1591

MC1801

I/
" |
° 25/ =
;l CH,
H

N

MC1775

MC1808

0
o0

MC1776

MC2139

MC1793

MC2140

MC1800

MC2193

Tabla 1: Nuevos compuestos sintetizados inhibidores de Sirtuinas

1.2 Lineas celulares
Las lineas celulares tumorales y la linea no tumoral humanas utilizadas

en el estudio procedian de la ATCC (American Type Culture Collection) (Tabla
2).
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NOMBRE ORIGEN, TIPO

MOLT4 leucemia linfoblastica aguda, linfocitos T
JURKAT leucemia aguda de linfocitos T, linfocitos T
REH leucemia linfocitica aguda, linfoblastos
K562 leucemia mieloide cronica, linfoblastos
KG1A leucemia mieloide aguda, mieloblasto
MV4-11 leucemia mielomonocitica, linfoblastos
HL60 leucemia promielocitica aguda, promieloblasto
uo37 linfoma histiocitico, monocitos

RAJI linfoma de Burkitt’s, linfocitos B

HUT78 linfoma, linfocitos T

Sw480 adenocarcinoma colorrectal, epitelial

RKO carcinoma de colon, epitelial
MDA-MB-231 adenocarcinoma de mama, epitelial
MRC5 pulmon no tumoral, fibroblastos

Tabla 2: Lineas celulares utilizadas en el estudio y procedentes de la ATCC

2. Métodos

2.1 Inhibicién in vitro de Sirtly Sirt2

La capacidad de inhibicibn in vitro de los nuevos compuestos
sintetizados se determiné midiendo las actividades enzimaticas de Sirtl y Sirt2
mediante un ensayo de fluorescencia para evaluar la actividad histona
desacetilasa (Fluor de Lys HDAC Fluorimetric Assay, AK-500, BIOMOL
Research Laboratories). En este método la muestra se incubd con el sustrato
Fluor de Lys (Fluorimetric Histone deacetylase Lysyl) y la desacetilacion del
sustrato se cuantific6 mediante un revelador que genera un fluoréforo. La
fluorescencia se midi6 con un lector fluorométrico (Wallac VICTOR Il
fluorescence plate reader, Perkin-Elmer) usando una longitud de onda de
excitacion de 360 nm y una de deteccion de 450 nm. Para las reacciones, que
se llevaron a cabo a una temperatura de 37 °C, se utilizaron 1 pg de Sirtl y
Sirt2, 250 uM de sustrato de histona acetilada, 200 uM de NAD*, 1 mM de
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ditiotreitol y el inhibidor a estudio a diferentes concentraciones, 0, 20, 75, 100,
150 y 300 pM. Los resultados se expresaron como la media y la desviacion

estandar de cuatro experimentos independientes.

2.2 Cultivo y tratamientos con inhibidores de sirtuinas de las lineas

celulares

Las lineas tumorales adherentes (SW480, MDA-MB-231) y MRC5 se
cultivaron a una temperatura de 37°C y un nivel de CO, del 5% en medio
DMEN (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado con un 10% de FBS
(suero fetal bovino) y con penicilina, estreptomicina y fungizona. Las lineas
tumorales que crecen en suspension (MOLT4, KG1A, K562 y RAJI) se
mantuvieron bajo las mismas condiciones de cultivo, pero empleando para ello
como medio de cultivo, RPMI-1640.

Los inhibidores de Sirtuinas se afiadieron al medio de cultivo cuando las
células estaban en su fase exponencial de crecimiento, a distintas
concentraciones finales, en un rango de OuM (s6lo con el medio de disolucién,
DMSO) a 100uM, y durante intervalos de tiempo de 24 a 72 horas.

2.3 Reactivacion de la expresion génica mediante tratamiento con 5-aza-
2'-desoxicitidina (AZA) y Tricostatina A (TSA)

Las lineas celulares se trataron con una dosis de AZA (Sigma) de 2 uM
durante 72 h y con recambio de medio y de inhibidor cada 24 h. Este agente
desmetilante revierte el estado de represion transcripcional de los genes
metilados. Durante las dltimas 24 h de tratamiento con AZA se afadio TSA
(Sigma) al medio de cultivo a una concentracion de 300 nM. El TSA revierte el
estado de represion transcripcional mediado por desacetilacion de histonas.

2.4 Ensayo de viabilidad celular

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) realizada por la
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enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de
color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de
las células tratadas. Es un método muy utilizado para medir supervivencia y
proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad
de formazan producido.

Las lineas celulares se sembraron en placas de 96 pocillos con fondo en
U (para las lineas en suspension) o con fondo plano (para lineas adherentes) a
una concentracion final de 1,5x10° células/ml o de 30x10° células/ml,
dependiendo del tipo celular. EI medio de cultivo contenia el inhibidor en
estudio a la concentracion deseada y éste se dej6 actuar durante 24 h, 48 h, y
72 h. Después del tiempo sefialado de tratamiento se afiadié 50ug de MTT por
pocillo y se dejo incubar durante 3 horas a 37°C en una atmosfera del 5% de
CO,. Después de 3 horas de incubacion se elimindé el MTT y los cristales
formados de formazan se disolvieron en DMSO para formar una solucién color
violeta en la que se pudiera cuantificar la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotometro. La densidad Optica es proporcional a la cantidad de
formazan formado y por lo tanto, al numero de células vivas presentes en el
medio. Cada uno de los puntos obtenidos (porcentaje de células vivas con
respecto al control) se expresa como la media y desviacion estandar de los
datos de densidad Optica de 50 medidas distintas. El célculo de la
concentracion maxima inhibidora (IC50) se determin6 mediante MTT y los
resultados se expresan como la media y desviacion estandar de 3 ensayos

distintos de viabilidad celular.

2.5 Estudio de apoptosis y ciclo celular por citometria de flujo

Para determinar el porcentaje de células apoptoticas del cultivo celular,
las células se incubaron con Anexina V-FITC (BD Pharmingen) y yoduro de
propidio (IP) (Sigma) y se analizaron por citometria de flujo en el equipo
FACSCalibur (BD, Heidelberg, Germany). La Anexina V es una proteina que se
une a la fosfatidilserina presente normalmente en la cara interna de la
membrana plasmatica. Cuando la célula comienza un proceso apoptotico, este

lipido queda expuesto en la cara externa de la membrana y la Anexina V se
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puede unir. El yoduro de propidio se intercala en la molécula de DNA y es
incapaz de atravesar la membrana celular. Por lo tanto el marcaje conjunto con
yoduro de propidio (IP) y Anexina V permite diferenciar células vivas o viables
(AnexinaV-/IP-) de las células apototicas tempranas (Anexina-V+/IP -) y de las
apoptéticas tardias (AnexinaV+/IP +). Aproximadamente 3x10° células se
lavaron con PBS frio y se resuspendieron en 100 pl del tampén (BD
Pharmingen) necesario para la union de Anexina V, que contiene calcio. A
continuacién, esta suspension celular se incub6 con la Anexina V (10 ul) y el IP
(5 ul) durante 15 minutos en oscuridad, y después de ese tiempo se afiadio 400
Ul mas del tampén y se analiz6 por citometria de flujo. Los resultados,
expresados como porcentaje de células apoptoticas, son la media y desviacion
estandar obtenidos de tres tratamientos independientes de las lineas celulares
con el inhibidor.

El ciclo celular también se estudié mediante citometria. Se incubaron las
células durante 24 h con el inhibidor o con el vehiculo (DMSO) y a continuacion
se lavaron dos veces con PBS frio y se fijaron muy lentamente con etanol frio a
una concentracion final del 66%. Después se hicieron varios lavados con PBS
hasta eliminar el etanol, se resuspendieron las células en PBS y se incubaron
con IP durante 15 minutos. Por ultimo las células se analizaron inmediatamente

por citometria.

2.6 Ensayo de inhibicion de la expresién génica por RNA pequefio de

interferencia (SiRNA)

La linea celular MOLT4 se transfectd con siRNA para inhibir la expresion
génica de Sirtl y de Sirt2. Para la interferencia de Sirtl se utilizaron 40nM de
cada uno de los siRNA (12938-127 duo pack, Invitrogen) y para la interferencia
de Sirt2, 2 pug de cada uno de los siRNA (SI00301805 y S102655471, QIAGEN).
Se utilizé ademas un siRNA control cuya secuencia no se corresponde con
ningln gen humano. El proceso de interferencia mediante siRNA se realizo
mediante un sistema optimizado de electroporacion desarrollado por Amaxa
Biosystems (Cell Line Nucleofector Kit L). Dos dias después de la

electroporacion, se afiadio en el medio de cultivo el inhibidor de Sirtuinas a
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estudio a la concentracién apropiada y se dejo incubar durante otras 24 horas.
La eficiencia de la inhibicion de la expresion génica por siRNA se comprobd
mediante ensayo western blot utilizando anticuerpos especificos contra Sirtl y
Sirt2.

2.7 Ensayo de tolerabilidad in vivo de los inhibidores en ratones

inmunodeprimidos

Para este ensayo se utilizaron 10 hembras de ratones atimicos BALB/c
nu/nu procedentes de Harlan Sprague-Dawley (Indianapolis, IN). Durante 5
dias se les inyecté una dosis de 0.04 mg del inhibidor diluido en PBS con un
10% de DMSO en un volumen final de 200 pl via intraperitoneal. Los ratones se
mantuvieron en condiciones libre de patdégenos, segun recomendaciones de la
Federacion cientifica europea de animales de laboratorio, y se les permitio
acceso a comida y agua ad libitum. Se controlé el consumo de comida y el
peso de los animales dos veces por semana durante todo el tiempo que dur6 el

ensayo, 34 dias.

2.8 Western Blotting (WB)

El nivel de expresion de las proteinas de estudio se determind mediante
WB utilizando anticuerpos especificos ( ). Los extractos de proteinas
totales se obtuvieron lisando las células con el tampén RIPA (1xPBS, 1%
Nonidet P-40 (BDH), 0.5% deoxicolato sddico, 0.1% SDS) y en presencia de
inhibidores de proteasas. Tras la adicion del tampon de carga (Tris-HCI 0.25 M
pH 6.8, SDS 6.5% (p/v), glicerol 25% (v/v), 2-B-mercaptoetanol 2 M y azul de
bromofenol 0.02% (p/v)), las proteinas fueron separadas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (dodecilsulfato sédico) con un
porcentaje adecuado de acrilamida, segun el tamafio de la proteina analizada,
gue oscilaba entre el 6 y el 15% (p/v). Ademas de extractos proteicos totales,
para el estudio de expresion de proteinas implicadas en la cascada apoptotica,
se necesitaba separar y diferenciar las proteinas citoplasmaticas de las

mitocondriales y de las de membrana. Para ello se utiliz6 el sistema de
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extraccion y separacion proteica subcelular de Calbiochem (San Diego, CA,
USA) siguiendo las indicaciones del protocolo. Una vez que las proteinas se
separaron por electroforesis, se transfirieron a una membrana de PVDF
(Polivinilidenofluoruro) de 45 pm de Immobilon-P (Millipore) previamente
activada con metanol. Después se bloquearon los sitios inespecificos de unién
con un 5% de leche (DifcoTM) en PBS con 0.1% de Tween 20 (Sigma) (v/v)
durante 1 hora. Tras el bloqueo las membranas se hibridaron con los
anticuerpos correspondientes durante 2 horas a temperatura ambiente o toda la
noche a 4°C, dependiendo del anticuerpo empleado. A continuacion, tras lavar
las membranas con PBS-Tween 0.1% se incubaron durante 1 hora con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa adecuado diluido en un 2%
de leche en PBS-Tween 0.1%. Se utilizaron los anticuerpos anti-a-tubulina y
anti-B-actina como controles de carga proteica. Antes del revelado de las
uniones antigeno-anticuerpo, las membranas se volvieron a lavar con PBS-
Tween 0.1%. Las proteinas se detectaron con los sistemas de
guimioluminiscencia ECL y ECL Plus de Amersham (Enhanced
Chemiluminescence Plus Western Blotting Detection System (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ)) siguiendo las instrucciones del fabricante y se
expusieron a peliculas fotosensibles de autorradiografia Ortho CP-G Plus films
(Agfa) utilizando un intensificador de sefal (ReflectionTM Intensifying Screen,
DuPont).

Anticuerpo primario Dilucion usada Casa comercial
anti-B-actina 1:10.000 Sigma-Aldrich
anti-a-tubulina 1:50.000 Sigma-Aldrich
anti-GAPDH 1:1000 Abcam

anti-tubulina acetilada 1:2000 Sigma-Aldrich
anti-p53 1:2000 Oncogene Sciences
anti-p53 acetilado en 1:1000 Cell Signaling

lys382

anti-K16H4 acetilado 1:2000 Upstate

anti-Sirtl 1:1000 Cell Signaling
anti-Sirt2 1:1000 Abcam

anti-caspasa 3 1:1000 Cell Signaling
anti-citocromo ¢ 1:1000 Cell Signaling
Anticuerpo secundario Dilucién usada Casa comercial
Donkey-anti-rabbit-lgG 1:3000 Amersham Bioscience
Sheep-anti-mouse-IgG 1:3000 Amersham Bioscience

Tabla 3: Anticuerpos usados en Western Blotting
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2.9 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Las histonas se obtuvieron del lisado celular por extraccion acida usando
HCI (acido clorhidrico) a una concentracién de 0.25 M. A continuacion se
realizo la separacion y purificacion de los distintos tipos de histonas mediante
cromatografia liquida de fase reversa en un sistema de Beckman Coulter. Para
ello se utiliz6 una columna Jupiter C18 (Phenomenex, Inc.) y un gradiente de
acetonitrilo del 20% al 60% y con un 0.3% de &cido trifloroacético. El HPLC se
utiliz6 como método preparativo para el posterior analisis de las distintas

fracciones de histonas por HPCE, espectrometria de masas o WB.

2.10 Electroforesis capilar de alta resolucién (HPCE)

La electroforesis capilar de alta resolucidon se utilizd para determinar los
niveles de acetilacion global de la histona H4, segun protocolo descrito
previamente en Fraga et al.(FRAGA et al. 2005b). La fraccion correspondiente a
la histona H4 que se habia obtenido mediante HPLC, fue liofilizada y disuelta
en 5 mM de DTT (ditiotreitol) para evitar asi la oxidacién de la muestra. Se
utilizé un capilar de silice fundida de 60.2 cm x 75 um y una longitud de 50 cm
en el equipo de electroforesis capilar P/ACE MDQ, de Beckman-Coulter. Las
muestras se separaron en sus formas no acetilada, mono-, di-, tri- y tetra-
acetiladas, gracias a este capilar y al tampon de separaciéon, 100 mM de
tampon fosfato a pH 2.0 con un 0.02% (p/v) de hidroxipropilmetil-celulosa
(celulosa HPM), y sometida a un voltaje de 12 kV. Los datos obtenidos (media

y desviacion estandar) fueron el resultado de 3 experimentos independientes.

2.11 Espectrometria de masas top-down

Se utilizd el equipo APEX Qe Fourier (Bruker Daltonics Inc, MA, USA)
equipado con un criomagneto refrigerado superconductor de 9,4 tesla y un
fuente ibnica de electrospray (Dual Source). Los espectros se calibraron

externamente con arginina en el ion positivo en un rango de masa de 350 a
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1400 m/z. Las soluciones de histonas se diluyeron a 1:20 en una solucién que
contenia un 50% de metanol y un 0.2% de acido formico, y se introdujeron en
la fuente ionica de electrospray usando una bomba con un flujo de 2 pl/min. Se
adquirié en un rango de masa de 200 a 3000 m/z y después se procesaron los
datos usando SNAP2 para la cuantificacion.

2.12 Espectrometria de masas en tandem ESI-MS/MS (electrospray
ionization tandem mass spectrometry)

Las histonas de las células tratadas con el inhibidor o con DMSO
(control) se separaron en un gel de poliacrilamida con SDS al 18% y las bandas
correspondientes a la histona H4 se cortaron y procesaron segun protocolo
previamente descrito por Villar-Garea et al.(VILLAR-GAREA et al. 2008) usando
anhidrido propionico para la acilacion y tripsina para la digestion. Para el
analisis por espectrometria de masas en tandem, la histona H4 se fragmenté
por colisién inducida en el equipo Q-STAR XL instrument (PE-Sciex) ajustando
manualmente la energia de colision.

2.13 Cuantificacion de la expresion génica mediante PCR cuantitativa a
tiempo real

El estudio de la expresion génica de Sirt2 se realiz6 mediante PCR
cuantitativa a tiempo real. Se utiliz6 cDNA (DNA complementario) obtenido tras
la transcripcion inversa de RNA (obtenido con el reactivo Trizol siguiendo
recomendaciones del fabricante) con el sistema High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems) utilizando cebadores aleatorios (random
primers). Para cada una de las reacciones de amplificacion por PCR a tiempo
real se utlizaron 40 ng del cDNA, 1 pl de la sonda y cebadores Tagman
especificos para la amplificacion de Sirt2 (Tagman® Gene Expression Assay,
Cat no. Hs00247263 m1) y 10 ul de 2x Tagman® PCR Master Mix (Applied
Biosystems) en un volumen final de 20 pl. En la reaccion se utilizé6 como control
negativo una muestra sin cDNA, H,O y como control positivo cDNA de linfocitos

normales. Las reacciones de PCR se realizaron en el equipo de PCR

73



Material y Métodos

cuantitativa a tiempo real 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems). Cada dato de expresion de Sirt2 se normaliz6 con el obtenido
para el gen de expresion constitutiva utilizado en este estudio, el GAPDH.
Todos los datos se obtuvieron por el andlisis de tres experimentos
independientes. Utilizamos el método de 22V (Livak and Schmittgen 2001)
para cuantificar la expresion relativa de Sirt2 en cada muestra, normalizando

respecto al control endégeno, GAPDH.

2.14 Estudio de expresion génica mediante tarjetas microfluidicas (LDA,

low density array)

Para estudiar la reactivacion de los genes proapoptoticos debida a la
accion de los inhibidores de sirtuinas se utilizaron arrays de expresion a nivel
de RNAmM previamente disefiados por Applied Biosystems. Estos arrays, que
reciben el nombre de TagMan® Low Density Array Human Apoptosis Panel,
contienen sondas Tagman especificas para 96 genes, 93 implicados en el
proceso apoptético y 3 de ellos, genes control (GAPDH, B-actina y 18S). Para
ello se extrajo el RNA de las células, antes y después del tratamiento con el
inhibidor, mediante Trizol Reagent siguiendo las indicaciones del fabricante. A
continuacién se prepar6 el DNA complementario, que se introdujo en la tarjeta
segun las indicaciones del fabricante. Las reacciones de PCR cuantitativa a
tiempo real mediadas por esta tarjeta se realizaron en el equipo Applied
Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System. Los datos obtenidos de cada
uno de los genes de estudio fueron normalizados con dos genes control,
GAPDH y B-actina. Se realiz6 una cuantificacién relativa de la expresion de los
genes apoptoticos de la muestra de células sometidas a tratamiento con
inhibidor con respecto a la muestra control (células tratadas con el vehiculo
DMSO). Todos los datos se obtuvieron por el analisis de al menos dos
experimentos independientes. Utilizamos el método de 24V (Livak and
Schmittgen 2001) para cuantificar la expresion relativa de cada gen en cada
muestra, normalizando respecto a los controles endégenos, GAPDH y B-actina.
Se considerd que un gen estaba sobre-expresado o infra-expresado si el

74



Material y Métodos

resultado de la relacion (células tratadas/células control) era mayor a 1’5 o

inferior a 0"5 respectivamente.

2.15 Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChiP)

Esta técnica se realizé de acuerdo al protocolo previamente descrito en
Fraga et al.(FRAGA et al. 2005b). Consta de varios pasos criticos para obtener
un éxito en el resultado final. En primer lugar, las células se fijaron mediante
formaldehido al 1% en PBS durante 15 minutos. La reaccion de
entrecruzamiento se detuvo afiadiendo glicina a una concentracion final de
0°125 M e incubando durante 5 minutos. En este proceso se forman puentes
cruzados entre las proteinas y el DNA, necesarios para el proceso de
inmunoprecipitacion de la proteina de interés asociado a una region particular
de DNA. A continuacion las células se lisaron con un tampon adecuado que
contiene SDS y el DNA se fragmentd en regiones de 0.25+1 kb mediante
sonicacion. EI DNA sonicado se diluy6 en un tampdn adecuado y se procedié al
blogueo de sitios inespecificos incubando las muestras durante 30 minutos con
DNA de esperma de salmon con proteina A (Salmon sperm DNA/protein A
Agarose-50% slurry, de Upstate). Después se inmunoprecipito la cromatina con
5 ug del anticuerpo de interés ( ) durante toda la noche y en un medio
tamponado adecuado. Ademas del anticuerpo de interés, se ha de
Inmunoprecipitar con anticuerpo anti-histona H3 total (usada como control
positivo de la técnica) y con anticuerpo anti-IgG (usado como control negativo
de la técnica). EI complejo anticuerpo-antigeno-DNA se recogié usando las
mismas bolitas de agarosa con proteina A usadas para el bloqueo y todo el
conjunto se lavé varias veces usando distintos tampones con una
concentracion creciente en sales. A continuacion se separaron las bolitas de
agarosa del complejo anticuerpo-antigeno-DNA y se purific6 el DNA (DNA
output, bound o unido) previa proteolisis del complejo. La fraccion de DNA no
unida al complejo antigeno-anticuerpo (DNA input, unbound o no unido)
también se purifico y se utilizé para el posterior andlisis del DNA unido. El DNA
unido a la proteina de interés fue analizado mediante PCR cuantitativa a tiempo

real (ChiP cuantitativo).
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Anticuerpo Referencia | Casa comercial
anti-Sirtl #2493 Cell Signaling
anti-H3 ab1791 Abcam

anti-lgG ab46540 Abcam
anti-AcK16H4 07-329 Upstate
anti-AcH4 06-598 Upstate

Tabla 4: Anticuerpos utilizados en ChiP

2.16 ChiP cuantitativo

Esta técnica se utiliza para tratar de identificar los genes presentes en el
DNA procedente del ChiP, que estan unidos y bajo el control de la proteina de
interés. Para ello, el DNA unido y no unido se amplific6 por PCR usando
cebadores especificos de genes concretos ( ). Las reacciones de PCR
se realizaron en un equipo de PCR cuantitativa AbiPrism 7900 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) usando 20 ng de DNA, 5 pmol de cada
oligo cebador y 6 pl de 2xSYBRGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems)
en un volumen final de 12 ul. Todas las reacciones se hicieron en triplicado y
los resultados se expresaron como factor de enriquecimiento, que se refiere al
namero de copias del gen de interés en la fraccion de DNA unido después del
ChiP con el anticuerpo apropiado, dividido por el nUmero de copias del gen en
el DNA no unido.

Para el analisis bioestadistico se utilizé el programa SPSS version 13.0.

Se utilizé el test de t student (para n = 3) para la comparacién de las medias.
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Gen Secuencia de oligos T (°C)
CASPS8 Fw: 5-ACAGTGCCAGGAAGTGAGAAAC-3 60
Rev: 5"-CAGATGCTCCAGAAATGCTAAT-3 60
PUMA Fw: 5"-GCGAGACTGTGGCCTTGTGTC-3’ 60
Rev: 5-CGTTCCAGGGTCCACAAAGTCACGTG-3" | 60
TNF Fw: 5"-CCCTCCAGTTCTAGTTCTATC-3’ 60
Rev: 5"-GGGGAAAGAATCATTCAACCAG-3’ 60
TNFRS10B Fw: 5-AAGCGGACTCTGAACCTCAA-3’ 60
Rev: 5-TTTGTTTCTGGGTCCTGTCC-3’ 60
SIRT2 Fw: 5"-AATGTGGATTCCAGGAGCTG-3’ 60
Rev: 5"-AAATCTGACTTCCGATGCTGA-3’ 60
GAPDH Fw: 5"-CAATTCCCCATCTCAGTCGT-3’ 60
Rev: 5-TAGTAGCCGGGCCCTACTTT-3’ 60

Tabla 5: Cebadores utilizados en el ChiP cuantitativo. T temperatura de hibridacién de oligos

cebadores

2.17 Secuenciacién de bisulfito

El material de partida necesario para el estudio por secuenciacion de
bisulfito de la metilacion del DNA es el DNA modificado con bisulfito sédico. La
extraccion del DNA gendmico de las distintas lineas celulares y de linfocitos y
neutrofilos de sangre periférica se realizé6 mediante el sistema Blood DNA
Extraction Kit (Qiagen) y siguiendo las recomendaciones del fabricante. La
modificacion del DNA con bisulfito sédico se realizdé segun el protocolo descrito
previamente por Herman et al.(HERMAN et al. 1996). Mediante el tratamiento
con bisulfito sodico las citosinas no metiladas son modificadas a uracilos que
tras amplificacion por PCR pasan a ser timinas y son distinguibles de las
citosinas metiladas, que son insensibles a tal modificaciébn y permanecen como
tales. Los cebadores utilizados para la amplificacién del DNA modificado (

) se disefiaron con el programa Methyl Primer Express (Applied Biosystems)
de forma que no hibridasen con ninguna CpG y pudieran asi amplificar por
igual al DNA metilado y no metilado del promotor de Sirt2. Los productos de las

amplificaciones por PCR fueron separados en gel de agarosa al 2% vy
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purificados de la banda de gel que los contenia mediante el sistema Ultra Clean
GelSpin Kit (MO BIO Laboratories). Los amplicones fueron clonados en el
plasmido pGEM-T Easy Vector (Promega) y se secuencio el DNA de unos 8-12
clones por amplicon mediante el sistema 3130x1 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).

Oligo Secuencia T (°C)
Forward | 5-TGTTGAGAGTTGTAGTTTTGTGTT-3" 58
Reverse | 5"-CTAAACAACAACCCTCAAAATC -3 58

Tabla 6: Cebadores utilizados en la reaccion de secuenciacion de bisulfito de Sirt2. T

temperatura de hibridacion.

2.18 Pirosecuenciacion

La pirosecuenciacion es un método cuantitativo exacto de alta resolucion
para determinar la relacion C/T de cada una de las posiciones metiladas o no
del DNA de estudio. Este método se desarrolla utilizando como material de
partida el DNA modificado con bisulfito que nos permitira distinguir el DNA
metilado del que no lo esta. En primer lugar se amplific6 mediante PCR la
region de interés, el promotor de Sirt2, utilizando cebadores especificos (

) previamente disefiados con el Pyrosequencing™ Assay Design Software,
User Manual version 1.0.6 AA (Biotage AB). Uno de los cebadores utilizados en
la amplificacion ha de estar biotinilado. Las moléculas de biotina presentes
exclusivamente en el fragmento amplificado se utilizaron para el aislamiento del
amplicén de interés mediante la unién con bolitas de sefarosa marcadas con
estreptavidina (Amersham Biosciences). Una vez purificados los productos de
PCR se desnaturalizaron a 80°C durante 5-10 minutos (dependiendo del
tamafio del amplicon) y se hibridaron a temperatura ambiente con el cebador
necesario para la pirosecuenciacion. La reaccion de pirosecuenciacion se
realiz6 en el PSQ™ HS 96 System (Biotage AB) utilizando una mezcla de
reaccion que continia 4 enzimas fundamentales en el proceso: el fragmento
Klenow de la DNA Pol | (E. coli), una ATP sulfurilasa (Saccharomyces

cerevisiae), la luciferasa (Photinus pyralis) y una apirasa (Solanum tuberosum).
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El pirofosfato PP; liberado tras la incorporacion de un desoxinucleétido a la
reaccion era transformado en ATP por la ATP sulfurilasa usando ADP como
sustrato. La energia procedente de esta reaccion la utilizaba la luciferasa para
oxidar la luciferina y emitir un foton detectado a una longitud de onda de 560
nm. Como el nucleétido dATP se usa como sustrato natural de la luciferasa
para la incorporacion a la reaccion de secuenciacion se utiliza un nucleotido de
ATP modificado, S-dATP. Los nucledtidos que no se incorporaban eran
degradados por la apirasa antes de que se incorporase un nuevo nucleétido.
Todos los fotones emitidos durante la reaccion de secuenciacion se detectaron
por una camara CCD (charge-coupled device) y se podia ver a tiempo real la
secuencia del DNA de estudio. Los datos fueron analizados con el programa
Pyro Q-CpG (Biotage AB) y obtuvimos un porcentaje de metilacion del DNA
especifico para cada CpG segun la intensidad de la sefal alcanzada tras la
incorporacion de una dCTP (DNA metilado) o de una dTTP (DNA no metilado).

Oligo Secuencia del oligo T (°C)
Forward 5 -GGGAGTGGGATTTTGAGG-3" 60
Reverse 5°-Bio-CCTCTAACAATCAAATACCCATAA-3 60
Sequencing | 5-GGAGTGGGATTTTGAG-3’ RT

Tabla 7: Cebadores utilizados en la reaccidn de pirosecuenciacion del promotor de Sirt2. RT:

temperatura ambiente
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A) Estudio previo de un panel de compuestos inhibidores de

Sirtuinas

1- Inhibicién in vitro de la actividad enzimética de Sirtl y Sirt2

En colaboracién con el Dr. Antonello Mai, disefilamos y sintetizamos
compuestos capaces, a priori, de inhibir a Sirtl y Sirt2.

Para determinar in vitro la capacidad inhibidora real de los compuestos
sintetizados, analizamos las actividades enzimaticas de Sirtl y Sirt2 en
respuesta al tratamiento con las nuevas drogas utilizando un ensayo de
fluorecencia. Utilizamos como compuesto de referencia el Sirtinol, que tiene
una actividad inhibidora in vitro més potente sobre la actividad enziméatica de
Sirt2 que de Sirtl.

Cuando se estudio la inhibicién in vitro de los 10 compuestos pudimos
observar que cada uno tenia un patron diferente de inhibicién sobre Sirtl y
Sirt2 ( ).

Los datos indicaron que habia 2 compuestos (MC1775 y MC2319) que
presentaban una actividad sobre la inhibicion in vitro de Sirtl significativamente
superior a la del Sirtinol, presentando porcentajes de inhibicion cercanos al
80% cuando son utilizados a una concentracion de 25 y 50 uM respectivamente
En cambio, estas mismas tasas de inhibicion, cercanas al 80%, la presentaron
otros cuatro compuestos, MC1776, MC1793, MC1801 y MC1808, en la
inhibicién de Sirt2 cuando se utilizaban a una concentracion de 25 pM.

Ademas, observamos que los compuestos MC2139 y MC2140 no

inhibian in vitro significativamente ni a Sirtl ni a Sirt2.
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Compuesto % actividad residual
SIRT1 SIRT2
Sirtinol 808 50.8 +4.3
MC1591 80.1+8.3 26.2 + 3.7
MC1775 19.2+29 36.5+3.6
MC1776 923124 199+21
MC1793 684 +5.1 181+1.1
MC1800 43.7+3.1 20.8+24
MC1801 39.79+4.7 | 15.09 + 3.8
MC1808 72.65+59 | 12.6+2.3
MC2139* 70.79 7 93.2+5.2
MC2140* 70+5.3 81.35+4.4
MC2319* 19.3+6.7 75.79 £ 8.9

Tabla 1: Actividad enzimética residual de Sirtl y Sirt2 tras la incubacién a una concentracion de
25 uM de los compuestos a estudio. *Estos compuestos se utilizaron a una concentracion de
50 uM.

2- Estudio de apoptosis celular

Para estudiar los mecanismos a través de los cuales los nuevos
compuestos producen muerte celular, se estudio la capacidad de induccién de
apoptosis de estos compuestos mediante el ensayo de Anexina V/IP en la linea
tumoral de leucemia U937 y a una concentracion final de 25 pM.

Todos los compuestos estudiados provocaron mas de un 20% de
apoptosis en el cultivo de U937 después de 40 horas de tratamiento. Solo
habia tres compuestos que no siguieron esta pauta, MC2139, MC2140 y
MC2193, que aun siendo utilizados a mayor concentracion (50 uM) y durante
mas tiempo (50 horas) no presentaban efectos aparentes sobre la apoptosis de
la linea celular U937 ( ). Por el contrario otros tres compuestos
destacaban por su potente actividad apoptotica, MC1591, MC1775 y MC1776,

gue exhibian tasas de apoptosis superiores al 50% en la linea celular tumoral
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estudiada cuando eran utilizados durante 40 h y a una concentracion final en el
cultivo de 25 uM.
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Figura 1: Porcentaje de células U937 que estan en apoptosis tras 40 horas de tratamiento con
los compuestos a una concentracion final de 25 pM. * Estos compuestos fueron utilizados a

una dosis de 50 y durante 50 horas de tratamiento.

3- Efectos en la diferenciacién celular de la linea U937

La diferenciacién celular de lineas tumorales que pueden ejercer ciertos
HDACI, como TSA, NaB o SAHA, proporciona una via de ataque al proceso
tumoral. Se ha descrito previamente que la linea celular U937 es capaz de
diferenciar a macrofagos bajo el estimulo de ciertos compuestos, como
receptores nucleares hormonales (vitamina D y acido retinoico), factores de
crecimiento (factor de crecimiento 1 y factor estimulador de colonias de
macrofagos y granulocitos) y HDACI, tales como el acido valproico (VPA) que
induce diferenciacion a dosis de 0.25 mM a 1mM. Esta diferenciacion se ve
reflejada por la expresiéon de marcadores especificos de la serie monocitica,
como el CD11 o el CD64. Por este motivo, se decidi6é estudiar el posible efecto
diferenciador de los nuevos compuestos sobre U937 mediante el analisis por
citometria de flujo de CD11.

De todos los compuestos con un posible papel inhibidor de Sirtuinas
solamente 4 de ellos presentaron la capacidad de diferenciar a las células

U937 con una mayor eficiencia que el control usado en el ensayo. Los 4
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compuestos capaces de producir diferenciacion de células tumorales fueron:
MC1591, MC1775, MC1776 y MC1808 ( ).

Por el contrario habia 3 compuestos, MC2193, MC2140 y MC2193, que
parecian tener un efecto opuesto a la diferenciacion celular, ya que
presentaban porcentajes de células CD11+ inferiores al control, ain siendo
utilizados durante mas tiempo (50 h) y a una mayor concentracion (50 uM) que

los anteriores.
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Figura 2: Porcentaje de células U937 positivas para CD11 que muestran caracteristicas de
diferenciacion celular tras 40 horas de tratamiento con los compuestos a una concentracion
final de 25 uM. * Estos inhibidores fueron utilizados a una dosis de 50 y durante 50 horas de

tratamiento.

4- Efectos sobre la viabilidad celular

Con la finalidad de profundizar en los efectos que estos compuestos
podrian ejercer sobre el crecimiento de las lineas tumorales, se realizé un
ensayo de MTT sobre lineas tumorales de distinto origen para determinar si el
espectro de accion abarcaba a otros tumores distintos de los sanguineos. Para
ello se utilizaron lineas tumorales derivadas de cancer de mama (MDA-MB-
231), de cancer de colon (RKO o SW480) y de leucemia (MOLT4). El estudio
de proliferacion celular mediante MTT se realizé durante un periodo de 72

horas, tomando datos cada 24 horas y utilizando la misma concentracion final
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del compuesto inhibidor usada previamente en los ensayos de inhibicion in
vitro, apoptosis y diferenciacion celular.

Este ensayo nos mostr6 que, en primer lugar, el Sirtinol no ejercia
ninguna actividad antiproliferativa sobre las tres lineas tumorales estudiadas.
Ademas, los compuestos MC1800, MC2139, MC2140 y MC2193 no tenian
ningun efecto aparente sobre la proliferacion celular de lineas tumorales
derivadas de colon, mama y leucemia ( ). Esto concordaba con los
datos obtenidos previamente de la apoptosis producida en U937 para los
compuestos MC2139 y MC2140, en donde no se veia ningun efecto. En
cambio, para MC1800 se habia determinado que provocaba un 40% de
apoptosis en el cultivo de U937 y en el ensayo de proliferaciéon no se observa
ningun efecto sobre la linea de leucemia empleada, MOLT4, lo cual parecia
indicar que el efecto apoptético mediado por MC1800 dependia del tipo celular
empleado y no era extensible al resto de lineas tumorales de igual origen. El
compuesto MC2193 ademas de no tener actividad negativa sobre la viabilidad
celular de las tres lineas tumorales utilizadas en el estudio, incluso aparentaba
tener un ligero efecto positivo sobre la proliferacion celular

En cambio, los compuestos MC1591, MC1775, MC1793 y MC1808 no
presentaban efectos antiproliferativos sobre las lineas de tumores de mama y
colon estudiadas. Sin embargo, actuaban sobre MOLT4 produciendo un
descenso en la proliferacion celular que alcanzaba niveles proximos al 50% en
el caso de MC1793 ( )

El compuesto MC1801 afect6 a la viabilidad celular de SW480 y de
MOLT4 tras las 48 horas de tratamiento. En SW480 el descenso en la tasa de
viabilidad celular parecia recuperarse a las 72 horas de tratamiento, mientras
que para MOLT4 el efecto continuaba estable a las 72 horas, alcanzando una
reduccion de viabilidad cercana al 50% respecto al control.

Sin embargo, habia un compuesto, MC1776, que mostraba un efecto
antiproliferativo en todas las lineas tumorales estudiadas. El efecto mas potente
se observaba en la linea MOLT4, en donde se producia un descenso en el
namero de células viables de aproximadamente un 50% durante todo el tiempo
gue duré el ensayo. En cambio, para las lineas de mama y colon el efecto era

mas evidente tras las 48 horas de tratamiento con el inhibidor, que incluso en la
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linea de cancer de colon SW480 producia un descenso de viabilidad celular del
50% ( ).
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5- Resumen

La evaluacion antitumoral de los 10 compuestos fue realizada a distintos
niveles, inhibicién in vitro de las actividades enzimaticas de Sirtl y Sirt2 y
efecto sobre la apoptosis, diferenciacién y proliferacién celular de lineas
tumorales. Ya que el objetivo de este estudio era encontrar un compuesto
capaz de inhibir la actividad enzimatica de Sirtl y Sirt2 y que tuviera un fuerte
efecto antiproliferativo y apoptético sobre lineas celulares tumorales de distinto
origen, el estudio de proliferacion celular nos hizo descartar 5 compuestos
(MC1591, MC1800, MC2139, MC2140 y MC2193) que no tenian actividad
sobre las lineas tumorales empleadas. De los 5 restantes (MC1775, MC1776,
MC1793, MC1801 y MC1808) decidimos profundizar el estudio de MC1776 ya
que a priori tenia caracteristicas interesantes como agente antitumoral.

MC1776 presentaba una alta tasa de inhibiciobn enzimatica de Sirt2 a
bajas concentraciones, aunque no se debia excluir su efectividad sobre Sirtl a
dosis mas elevadas. Ademas, provocaba un alto porcentaje de apoptosis sobre
la linea tumoral U937 y era el Unico inhibidor que tenia un amplio espectro de
accion en la proliferacion de lineas tumorales, afectando al crecimiento de
lineas derivadas de cancer de mama, colon y leucemia.

El compuesto MC1776 fue designado Salermide y se prosiguié con un
estudio detallado de su estructura, su capacidad antitumorigénica y sus

mecanismos de accion.
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B) Caracterizacion de Salermide como posible agente

antitumoral

1- Analisis estructural del mecanismo de inhibiciéon de Sirtuinas por
Salermide

Realizamos un estudio de modelaje y acoplamiento tridimensional para
Salermide mediante el programa GOLD. Todas las combinaciones de
acoplamiento entre Salermide y Sirt2 que proponia el programa convergian en
la misma area y en el mismo modo de unién e implicaban a los mismos
residuos. En cambio, en un estudio paralelo que se efectu6 con el Sirtinol, el
programa ofrecia varias posibilidades y se escogieron las cinco primeras con
una puntuacion de acoplamiento mas alta para el estudio comparativo entre
Salermide y Sirtinol. EI modelo de acoplamiento que obtenia la mejor puntacién
para Salermide y los 5 modelos con mejor puntaciéon para Sirtinol fueron
usados en el programa AMBER (Assisted Model Building with Energy
Refinement) para minimizar la energia de unién entre ligando (Salermide o
Sirtinol) y enzima (Sirt2). Mediante la utilizacion de este programa se describi6
un modelo para el acoplamiento entre Sirtinol y Sirtuina muy similar al
propuesto para Salermide. La energia de interaccion entre Salermide y Sirt2,
obtenida después de la minimizacion, fue de -56.95 Kcal/mol y de -44.61
Kcal/mol para el complejo formado por Sirtinol y Sirt2. Esta diferencia de 12
Kcal/mol sugeria que Salermide era un inhibidor de Sirt2 més potente que el
Sirtinol. La mayor afinidad de unién entre Salermide y Sirt2 podia deberse, al
menos en parte, a una interaccion polar entre el grupo carbonil amidico y la GIn

167, interaccion que el Sirtinol no tenia con Sirt2 ( )
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= Sirtinol
== Salermide

Figura 4: Estructura de los complejos formados por el Sirtinol y Salermide con Sirt2. La flecha
blanca sefala la interaccion polar entre el grupo carbonilo de la amida de Salermide y la
GIn167 de Sirt2, interaccién ausente para el caso del Sirtinol.
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Figura 5: Interacciones propuestas obtenidas tras los estudios de modelaje y acoplamiento
para el Sirtinol y Salermide.

2- Sintesis de Salermide

Salermide (N- {3-[(2-hidroxi-naftaleno-1-ylmetileno)-amino]- fenil} -2-fenil-
propionamida) se sintetizé por condensacion entre 2-hidroxi-1-naftaldehido y N-
(3-amino-fenil)-2-fenil-propionamida (ambos compuestos disponibles en el
mercado). La reaccion de condensacion entre ambos compuestos para originar
Salermide fue llevada a cabo a través de otra reaccion, &cido 2-fenilpropionico
activado con el reactivo BOP con 1,3-fenilenediamina, bajo condiciones basicas

y a temperatura ambiente (Figura 6).
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CH,
CHs NH
N
a _b, =
Q + HOOC)\© ©/ m l
_N
NH, NH,

OH
3(a)BOP-reagent, Et;N, dry DMF, r.t.; (b) 2-hydroxy-1-naphthaldehyde, glacial =
acetic acid, dry ethanol:benzene (3:1), reflux. e Salermide

Figura 6: Sintesis de Salermide.

3- Inhibicién in vitro de Sirtl y Sirt2 mediada por Salermide

Analizamos el potencial inhibitorio de Salermide sobre Sirtl y Sirt2
mediante un ensayo de fluorescencia. Incubamos distintas dosis del compuesto
con plasmidos recombinantes que contenian Sirtl y Sirt2 humanas y medimos
la actividad de desacetilacion mediante un el ensayo Fluor de Lys. Utilizamos
Sirtinol como droga de referencia en este estudio.

Salermide exhibié una capacidad inhibidora de aproximadamente el 80%
sobre Sirtl a una concentracion de 90 uM, mientras que inhibié a Sirt2 en la
misma proporcién (80%) a una concentracién inferior, de 25 uM ( ). En
cambio, el efecto mostrado por Sirtinol en las mismas condiciones de
concentracion se correspondié a una inhibicion menor del 5% sobre Sirtl y a
una falta de inhibicién sobre Sirt2 ( ). El estudio detallado de la actividad
de Salermide sobre Sirtl nos indicé que a una dosis de 100 uM del compuesto
se producia una inhibicion de més del 80% de actividad ( ).

Estos datos, junto con los obtenidos por las técnicas de modelaje
tridimensional y acoplamiento, nos confirmaban que Salermide era un inhibidor
mas eficaz que Sirtinol sobre la actividad enzimatica de Sirtl y Sirt2 en

experimentos in vitro.
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Figura 7: Inhibicion in vitro de Sirtl y Sirt2 mediada por Salermide o Sirtinol. Los resultados

estan expresados como actividad

con respecto a los no tratados.
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Figura 8: Inhibicién especifica de Sirtl tras la incubacion del extracto proteico con dosis

crecientes de Salermide, desde O pM (Ctrl) a 100 uM.
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4- Efectos de Salermide sobre la viabilidad celular

Con la finalidad de determinar el efecto que causaba Salermide sobre la
viabilidad de células tumorales realizamos un ensayo de MTT. En este estudio
utilizamos lineas tumorales humanas derivadas de distintos tipos tumorales y
una linea celular no tumorigénica que nos permitiera descartar un posible
efecto toxico en células humanas normales. Las lineas celulares tumorales
usadas en el estudio fueron MOLT4, KG1A, K562, RAJI, SW480 y MDA-MB-
231, mientras que la linea no tumorigénica fue MRC5.

El tratamiento con Salermide a una concentracion final de 100 uM
durante 24 horas produjo un descenso del numero de células vivas en las
lineas tumorales, mientras que en la linea no tumorigénica MRC5 no causé
dicho efecto ( ). También observamos que el efecto que Salermide
causaba sobre la proliferacion celular dependia del tipo celular. Salermide
provoco un efecto antiproliferativo mas intenso sobre la viabilidad del cultivo en
las lineas derivadas de leucemias y linfomas. Tras 24 horas de tratamiento con
Salermide y a una dosis de 100 pyM, las lineas celulares MOLT4. KG1A, K562,
MV4-11 y RAJI presentaron aproximadamente un 50% de descenso en el
porcentaje de células vivas. En KG1A y K562 se produjo un descenso incluso
mayor, alcanzando porcentajes del 65% de reducciéon de células vivas en el
cultivo ( ). Sin embargo, el efecto causado por Salermide sobre la
viabilidad del cultivo en las mismas condiciones de concentracion y tiempo de
accion fue menos evidente en las lineas tumorales procedentes de cancer de
mama y colon. En la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231 se
produjo un descenso de aproximadamente el 25% de la poblacion celular,
mientras que en SW480, derivada de cancer colorrectal, el descenso alcanzé
un 35% ( ). En cambio, Salermide no produjo un descenso en el nimero
de células viables del cultivo a dosis de 100 uM y durante 24 horas en la linea
no tumorigénica empleada en este estudio, MRC5. Asimismo, es importante
destacar que el efecto producido por Salermide sobre la proliferacion de lineas

tumorales dependia de la dosis administrada al cultivo.
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Figura 10: IC50 de Salermide

Calculamos, el IC50 (concentracion del inhibidor a la cual disminuye al
50% la poblacion del cultivo celular) sobre MOLT4, MDA-MB-231 y SW480
utilizando el ensayo de MTT. Salermide presenté un IC50 considerablemente
inferior en la linea tumoral procedente de leucemia (MOLT4) que en las lineas
derivadas de cancer de mama (MDA-MB-231) y colon (SW480) ( ).
Asi pues, se podia corroborar, junto con los datos procedentes de MTT, que
Salermide presentaba un efecto antitumoral méas potente en tumores

sanguineos que en el resto de los estudiados.
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Figura 11: Viabilidad celular tras la incubacion con Salermide o Sirtinol durante 24 h a una

concentracion de 100 pM.

A continuacion comparamos el efecto en la viabilidad celular producido
por Salermide y por Sirtinol. Salermide presenté un efecto sobre la viabilidad
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celular més potente que el Sirtinol en casi todas las lineas estudiadas, siendo
evidente en las lineas de leucemias y linfomas ( ) cuando fueron
utilizados en las mismas condiciones.. Después de 72 horas de incubacién con
Salermide a una dosis de 100 uM, solamente el 10% de las células de la linea
KG1Ay el 50% de K562 y RAJI permanecieron viables, mientras que a iguales
condiciones de tratamiento con Sirtinol, el efecto observado fue mucho menor,
el 60% de células KG1A y el 95% de células K562 y RAJI permanecieron

viables ( ).
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MOLT4
Salermide OuM 25uM 50puM 75uM 100pM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0h 100 9.35901701 100 9.35901701 100 9.35901701 100 9.35901701 100 9.359017012
24 h 140.857548 23.1623831: 70.6354831 16.8855459; 54.0987479  6.1428783{ 52.4450744  6.1331476; 50.55516182 7.411994601
48 h 251.712733 52.2055274; 115.993385 22.5454262! 47.2478148 6.05618381} 47.7202929 7.65944917! 45.59414127 5.347373435
72h 431.667848 86.9477305; 159.697614 33.4234269{ 43.2317505 4.75253364] 46.0666194 4.30898471{ 45.83038034 5.369470792
Sirtinol OuM 25uM 50uM 75uM 100uM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0 h 100 9.35901701 100 9.35901701 100 9.35901701 100 9.35901701 100 9.359017012
24 h 140.857548 23.1623831: 119.300732 15.3118695; 60.9496811 9.64708872; 59.0597685 18.2088598! 59.53224663 18.50140977
48 h 251.712733 52.2055274; 211.197732 53.625493; 64.020789 6.80674004; 46.5390976 5.43576286; 45.59414127 4.673968075
72 h 431.667848 86.9477305! 317.505315 42.2972814{ 94.4956296 25.9120179; 48.4290102 7.01889137{ 46.06661942 5.726419155
K562
Salermide  {OuM 25uM 50uM 75uM 100uM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0h 100 6.67614289 100 6.67614289 100 6.67614289 100 6.67614289 100 6.676142887
24 h 67.6890959 26.2749359; 84.7652695 9.62074665; 73.7380226 7.48267454; 67.6088004 8.25322364; 49.22113377 5.101177534
48 h 109.837535 37.4734465; 123.440929 32.0703711; 106.391521 23.5402992; 77.5119105 7.94043862; 51.09469514 15.86455094
72 h 120.101975 14.2080024; 122.370323 14.9392463; 106.980354 10.7369727{ 87.4417858 8.76934869; 42.71719929 10.14240853
Sirtinol OuM 25uM 50uM 75uM 100uM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0 h 100 6.67614289 100 6.67614289 100 6.67614289 100 6.67614289 100 6.676142887
24 h 67.6890959 26.2749359: 85.5414592 14.3149852! 80.1348964 8.14646343{ 75.6651143 6.46601896! 48.49847439 10.6302471
48 h 109.837535 37.4734465{ 109.951287 15.2781245; 110.513356 24.2859663{ 100.369359 14.6917158; 82.11551844 13.77101378
72 h 120.101975 14.2080024: 117.766715 14.6757299: 110.031583 9.38722483; 102.724694 8.80234801; 87.14736898  18.2221981
KG1A
Salermide  {OuM 25uM 50uM 75uM 100uM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0h 100 26.0404125 100 26.0404125 100 26.0404125 100 26.0404125 100 26.04041255
24 h 80.2372182 15.3765993; 78.9166384 31.2527342; 82.5705353 22.5271088 69.04735 23.2189206{ 34.12815007 22.29596653
48 h 137.488983 39.3211256! 154.631408 108.027344; 88.0325461 43.5740601; 118.808152  78.814534{ 33.2994312 17.95326948
72h 125.558393 10.2120736{ 126.643312 37.1234048] 120.314913 39.0219052{ 52.2092892 19.8385824} 11.18770483 5.627848652
Sirtinol oM 25uM 50uM 75uM 100uM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0 h 100 26.0404125 100 26.0404125 100 26.0404125 100 26.0404125 100 26.04041255
24 h 80.2372182 15.3765993; 89.4263005 33.3505349; 88.0325461 25.8687357; 73.793649 24.2459397; 64.33872001 27.86004844
48 h 137.488983 39.3211256; 113.007119 37.7141096; 132.293668 117.310343{ 97.2614608 64.9321028; 62.30459186 19.50028003
72 h 125.558393 10.2120736; 132.21833 36.9163552; 132.105323 38.4753006{ 93.9465853 36.6407375{ 51.34290127 14.60955243
RAJI
Salermide OuM 25uM 50uM 75uM 100pM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0h 100 9.35901701 100 9.35901701 100 9.35901701 100 9.35901701 100 9.359017012
24 h 117.889276 22.5816177; 119.431142 15.9581835! 107.894355 20.7802134{ 80.7575098 16.1583469: 62.25511537 7.608215374
48 h 160.698737 34.3636333{ 194.311421  33.339233} 157.088957 23.4370624{ 77.5649398 11.5818732}{ 60.73138877 11.67289735
72h 214.246844  36.837205! 260.04934  29.803112; 178.783921  18.307119{ 77.6374982 16.8471143; 46.14714845 6.10066801
Sirtinol OuM 25uM 50uM 75uM 100uM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0 h 100 9.35901701 100 9.35901701 100 9.35901701 100 9.35901701 100 9.359017012
24 h 117.889276 22.5816177{ 138.804237 20.3058091; 154.694529 46.2646822} 138.441445 36.5411437 123.8572051 26.41772129
48 h 160.698737 34.3636333{ 181.831374 24.5873877] 162.748513 20.6093112{ 151.066609 19.0589654} 101.0013061 12.83195769
72 h 214.246844  36.837205{ 235.016688 35.6661112; 181.468582 21.2787411{ 147.148455 23.2423977; 107.8217965 13.56250817
MDA-MB-231
Salermide OuM 25uM 50uM 75uM 100pM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0h 100 5.53723841 100 5.53723841 100 5.53723841 100 5.53723841 100 5.537238407
24 h 120.48246 11.728047; 110.718388 10.3736495; 98.3476186 9.40972347; 76.5220465 7.90756169; 71.7504639 8.294269071
48 h 172.262967  21.189806; 141.733675 12.5842472} 108.155872 14.9314613{ 93.1342229 14.7585267| 74.04789255 12.95204415
72h 210.391446  15.800232i 216.665194 26.4807298! 161.791994 13.0105062{ 103.561014 9.36325516; 92.86913493  10.8778824
Sirtinol OuM 25uM 50uM 75uM 100uM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0h 100 5.53723841 100 5.53723841 100 5.53723841 100 5.53723841 100 5.537238407
24 h 120.48246 11.728047{ 105.593355 11.2902907! 109.658037 7.96621906{ 86.8604754 6.71355485{ 72.54572767 7.339282542
48 h 172.262967  21.189806! 156.048423 10.9182203; 155.253159  19.333326{ 90.8367942 8.64562223; 76.25695856 21.23837342
72 h 210.391446  15.800232; 211.716886 19.8220283; 181.05505 33.1964692; 103.73774 13.0542974: 81.20526641 9.459796991
SW480
Salermide OuM 25uM 50uM 75uM 100pM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0h 100 11.7303389 100 11.7303389 100 11.7303389 100 11.7303389 100 11.73033891
24 h 182.064981 11.728047; 165.616562 39.7347346{ 103.249035 17.775328; 86.0021486 13.7852847{ 62.07717546 9.739411216
48 h 215.019889  21.189806: 93.1447984 26.3124255; 71.0780755 13.4534936; 61.2061206 8.31317287; 48.66293081 10.67970262
72h 339.319416  15.800232; 264.21997 61.4849652{ 84.0277576 13.3942674; 71.8910601 12.7086343{ 60.45120641 14.06610002
Sirtinol OuM 25uM 50uM 75uM 100uM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0h 100 11.7303389 100 11.7303389 100 11.7303389 100 11.7303389 100 11.73033891
24 h 182.064981 11.728047; 166.487617 30.7932585] 126.709445 39.4798539{ 64.5741994 11.8574342{ 72.58790395 12.71879374
48 h 215.019889  21.189806i 206.323858 26.4492916; 136.174908 32.575392{ 92.0995325 16.2274923} 69.68438779 10.11414611
72 h 339.319416  15.800232; 285.415638 63.1034298; 189.657675 48.0544389: 64.864551 11.3547051; 55.57329927 8.067357311
MRC5
Salermide  {OuM 25uM 50uM 75uM 100uM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0h 100 61.607163 100 61.607163 100 61.607163 100 61.607163 100 61.60716296
24 h 137.194369 30.6083991i 126.69795 25.5249024! 110.150654 26.1481769{ 96.0731045 13.4605891! 101.5065448 21.99866098
48 h 201.037293  45.621508; 203.01309 36.8090681; 126.204001 29.9947969; 100.024697 14.1011731; 87.18202025 15.25763734
72h 243.455174 70.9881717{ 230.180291 36.4934122; 144.974068 39.7502416{ 84.7122746 16.2421294; 74.83329217 17.61276562
Sirtinol oM 25uM 50uM 75uM 100uM

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
0h 100 61.607163 100 61.607163 100 61.607163 100 61.607163 100 61.60716296
24 h 137.194369 30.6083991; 132.872314 28.7683683 135.34206 29.3958412; 102.247469 22.1637928{ 97.30797728 25.85957646
48 h 201.037293  45.621508{ 167.448753 36.0584802; 127.932823 25.5493062{ 100.518647 18.9012783; 81.25463077 10.50181184
72h 243.455174 70.9881717{ 239.071376 54.1838455; 133.119289 35.4015272{ 90.8866387 23.4909579; 78.5379106  11.6233834

Tabla 2: Proliferacion celular mediante ensayo de MTT en diferentes lineas celulares tras la

incubacion de diferentes dosis de Salermide y Sirtinol
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5- Efectos de Salermide sobre el ciclo celular de MOLT4

Los inhibidores de las HDACs de clase I, Il y IV inducen muerte de las

lineas tumorales y presentan todas las caracteristicas bioquimicas y
morfolégicas propias de un proceso apoptotico(Mariadason 2008). Como
anteriormente se habia observado que ciertos inhibidores de Sirtuinas, por
ejemplo, el Sirtinol, producia un efecto de arresto del ciclo celular sobre ciertas
lineas tumorales(OTA et al. 2006), estudiamos posibles cambios en las distintas
etapas del ciclo celular en las células antes y después del tratamiento con
Salermide.
Analizamos el ciclo celular de MOLT4 mediante citometria celular, marcando
las células con IP. Utilizamos para el ensayo MOLT4 ya que era la linea sobre
la que habiamos observado un mayor efecto en la viabilidad celular mediado
por Salermide. Detectamos una proporcion muy elevada de células muertas y/o
apoptéticas (fase Sub-Gy) tras el tratamiento con Salermide en la linea tumoral
MOLT4 ( ), por lo que decidimos hacer un estudio mas detallado de
apoptosis por citometria de flujo usando un marcaje combinado de Anexina V' y
IP.
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Figura 12: Ciclo celular en MOLT4 tras el tratamiento con Salermide a una dosis de 100 uM
durante 24 horas. Sub-G, contiene a células muertas por necrosis y apoptosis, Go-G; muestra a
las células latentes y en fase G1 del ciclo, S contiene a las células en interfase celular y M a las

células en proceso mitético.

El ensayo de apoptosis celular lo realizamos sobre las lineas celulares
MOLT4, K562, MDA-MB-231, SW480 y MRC5 utilizando una concentracién de
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100 pM de Salermide. El tratamiento con Salermide indujo una alta tasa de
apoptosis en MOLT4 sin que producir cambios evidentes en la linea no tumoral
MRCS5 ( ). La linea tumoral en la que detectamos un menor nimero de
células apoptoticas fue SW480 ( ).

Ademas, mediante el ensayo de apoptosis utilizando concentraciones
crecientes del inhibidor en la linea tumoral MOLT4 confirmamos que el efecto
de Salermide dependia de la dosis empleada (hecho observado también con el
ensayo de viabilidad celular) ( ).

80 80
[0 CONTROL M 100 pM Salermide [0 CONTROL M 100 uM Salermide

60 60

40

R I JJJ

MOLT4 K562 MDA-MB-231 SW480 MRCS MOLT4 K562 MDA-MB-231 SW480 MRC5

Apoptosis temprana (V)
Apoptosis tardia (%5)

Figura 13: Porcentaje de diferentes tipos celulares en apoptosis temprana y tardia tras la
incubacion durante 24 horas de Salermide a una concentracién de 100 uM (barras en negro) o
de DMSO (control negativo, barras en blanco). Salermide provoca una alto porcentaje en
cultivo de células apoptéticas en fase tardia en todas las lineas celulares estudiadas, a
excepcion de la no tumorigénica, MRC5; en donde no se observan variaciones apreciables con
respecto al control.

103



Resultados

4
10

CONTROL 25 pM

FL2-H
FL2-H

4
10 3=

3
- o

2
107 o

FL2-H
FL2-H

1
10

0
T 10

Figura 14: Apoptosis celular mediante el ensayo de Anexina V - IP en MOLT4 tras el
tratamiento con Salermide a diferentes dosis (0, 25, 50 y 100 uM). FL1-H es el canal por el que
se detecta la sefial de Anexina V y FL2-H es el que detecta al IP. .El efecto de Salermide sobre
MOLT4 depende de la dosis utilizada.

6- Efectos de Salermide sobre la morfologia celular de lineas tumorales

Determinamos los efectos que Salermide inducia sobre la morfologia
celular mediante microscopia 6ptica con contraste de fases y tras 24 horas de
incubacion con el inhibidor a dosis de 25 uM y 100 uM.

Observamos cambios drasticos en la morfologia de la linea tumoral
MOLT4 que correspondian con los que caracterizan a un proceso apoptotico.
La membrana celular dejaba de exhibir su aspecto liso y ofrecia un perfil
rugoso. El brillo observado en una célula viva dejaba de mostrarse y parte de la
poblacion celular tenia un tamafio menor que las células control ( ). En
cambio, estos efectos no fueron tan evidentes en las lineas tumorales de

cancer de colon y de mama, que apenas cambiaron su morfologia ( ).
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Lo Unico que observamos en estas lineas tumorales fue un ligero descenso en
el numero celular. Todo ello corroboraba que el efecto apoptético que produce
Salermide era mas potente en lineas de leucemias y/o linfomas que en otros

tipos celulares.

OLT4 Salermide

MOLT4Control M

Figura 15: Imagenes obtenidas por microscopia de distintas lineas celulares tratadas o no con

Salermide a una dosis de 25 uM.
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7- Ensayo de tolerabilidad de Salermide en ratones inmunodeprimidos

Una vez comprobado que el efecto apoptético de Salermide era
especifico para lineas tumorales, comprobamos que este inhibidor no
presentaba toxicidad ni efectos adversos in vivo. Para ello administramos
Salermide via intraperitoneal en dosis de 0.04 mg en un volumen de 200 pl del
vehiculo PBS + 10% DMSO a un grupo de 10 ratones nude durante 5 dias.
Evaluamos la salud de los ratones por distintos parametros durante los 34 dias
que dur6 el ensayo. Durante este tiempo no observamos ningun efecto adverso
que Salermide pudiese provocar en la salud de estos ratones, tales como
cambios significativos en la alimentacion, en el comportamiento o en el peso.
Dados estos resultados concluimos que la administracion intraperitoneal de

Salermide en este modelo animal no producia una toxicidad aparente.

8- Estudio de las vias apoptéticas que median en el efecto de Salermide

Una vez determinada que la actividad antitumoral de Salermide se debia
a la promocion de un proceso apoptético, decidimos estudiar el mecanismo
molecular implicado en este proceso. La muerte celular por apoptosis es un
proceso esencial en la regulacion del sistema inmune, en la homeostasis tisular
y en el desarrollo embrionario. Todos los procesos apoptéticos presentan
caracteristicas similares, condensacion de la cromatina, fragmentacion del DNA
y cambios morfoldgicos en la membrana plasmatica (HENGARTNER 2000;
STRASSER et al. 2000). La mitocondria es el organulo clave en el desarrollo de
un proceso apoptético. La localizacion de Bax en la mitocondria desencadena
la liberacion del citocromo c al citoplasma, lo que produce la activacién de la
caspasa 3 y el desencadenamiento de una de las principales rutas de
apoptosis (GREeN and KROEMER 2004; NEWMEYER and FERGUSON-MILLER 2003).
Con la finalidad de investigar si la induccion de apoptosis producida por
Salermide estaba mediada por la via mitocondrial (intrinseca) de apoptosis,
decidimos analizar los niveles citosélicos y mitocondriales de citocromo c y la

caspasa 3 activada, dos mediadores bien identificados de esta via apoptotica.
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Figura 16: Western Blotting de Citocromo C y Caspasa 3, proteinas implicadas en el proceso

apoptaético. Como control de carga se utiliza GAPDH.

La incubacién de MOLT4 con Salermide a una concentracion de 100 uM
produjo un incremento de los niveles citosolicos de caspasa 3 activa y un
descenso de los niveles de citocromo ¢ mitocondrial ( ) tras 2 horas de
tratamiento y durante 24 h de incubacién, cuando la mayoria de las células
estaban ya muertas. Sin embargo, la activacion por protedlisis de la caspasa 3
nos impedia excluir la implicacion de la ruta extrinseca (mediada por receptores
de muerte) de apoptosis. Por lo tanto, nuestros datos evidenciaron que el
fendmeno apoptotico provocado por Salermide podria estar mediado tanto por

las vias intrinsecas como por las vias extrinsecas de apoptosis.

9- Estudio de induccién de apoptosis mediada por inhibicion de Sirt2

Después de demostrar por varias vias que la actividad antitumoral de
Salermide se debia a la inducciébn de apoptosis, decidimos investigar los
mecanismos moleculares implicados en este proceso. Debiamos especificar si
esta accion apoptética estaba desencadenada por el efecto que ejercia
Salermide sobre la inhibicion de Sirtl y/o de Sirt2.

Como en los estudios previos realizados sobre el panel de inhibidores de
Sirtuinas, habiamos observado que Salermide tenia un efecto mas potente en
la inhibicion in vitro de Sirt2 que la producida sobre Sirtl, decidimos empezar el
estudio del posible papel que Salermide ejercia en la apoptosis celular mediada

por la inhibicidén de Sirt2.
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Figura 17: Porcentaje de células MOLT4 apoptéticas tras la inhibicién de Sirt2 por RNA de
interferencia, tras la incubacién con Salermide o tras el tratamiento combinado. Los resultados

se expresan como incremento de células en apoptosis tras el tratamiento con respecto al
control de células sin tratar.

é\o\ q Figura 18: Western blotting de Sirt2 realizado sobre los extractos de
&

\«o\ \00 & proteinas totales de MOLT4 tras la inhibicion por RNA de
Q

<& ‘2§ Q§ interferencia de la expresion de Sirt2 (RNAi Sirt2), tras la

E Sirt2 incorporacion de un oligo de RNA inespecifico (RNAI control) o sin

B-actina tratamiento (control). Se utiliza como control de carga -actina.

Para ello, inhibimos la expresion de Sirt2 mediante el uso de RNA
interferente en la linea donde Salermide ejercia un mayor efecto apoptotico,
MOLT4 ( ). Realizamos varios ensayos, uno combinado con Salermide
a una dosis de 25 uM (concentracion que se correspondia con el IC50) e
inhibiendo la expresién de Sirt2 mediante la interferencia del RNA y sus
respectivos ensayos de tratamiento con el inhibidor y con la interferencia, por
separado.

La inhibicion de la expresion de Sirt2 mediante el RNA de interferencia
no desencadend un proceso apoptético en MOLT4. En cambio, tras el
tratamiento con Salermide, las células presentaron un porcentaje de apoptosis
similar al observado tras el tratamiento combinado, de aproximadamente un
15% con respecto al control de células sin tratar ( ).

Por lo tanto, aunque en un principio, tras el ensayo de inhibicion in vitro,

parecia que Salermide podria producir apoptosis en las células tumorales por
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un mecanismo mediado por la inhibicibn de Sirt2, estos resultados indicaron
gue in vivo, Salermide no actuaba a través de esta sirtuina.

Decidimos estudiar el efecto que ejercia Salermide sobre dos de las
dianas principales de Sirt2, tubulina y lisina 16 de la histona H4 (K16H4) con el
propdsito de descartar la implicaciéon de la inhibicién de Sirt2 en la apoptosis
celular producida por Salermide. Si Salermide actuara inhibiendo a Sirt2
podriamos suponer que los niveles de acetilacion de tubulina (NORTH et al.
2003) y de K16H4 (VAQUERO et al. 2006) se verian incrementados.

Analizamos los niveles de tubulina acetilada mediante WB, usando un
anticuerpo especifico para la forma acetilada de la tubulina, en extractos
proteicos de células tratadas con Salermide a diferentes dosis (25 y 100uM) y
durante 24 horas. Tras el tratamiento con el inhibidor detectamos un
incremento muy débil de la acetilacion de la tubulina en MOLT4 y MDA-MB-231
( ). Sin embargo, este ligero incremento en la acetilacion de tubulina
no lo detectamos en SW480, que presentaba niveles de apoptosis similares a
MDA-MB-231. Por lo tanto, aun cuando Salermide podia inducir un ligero efecto
en la acetilacion de la tubulina mediado por la inhibicion de Sirt2, su capacidad
inductora de apoptosis en células cancerosas no parecia estar mediada por

esta via molecular.

MOLT4 MDA-MB-231  SW480

+ -+ 25uM Salermide

— — o e | Ac-0-tubulina

— a-tubulina
100 puM Salermide

+
[— —
- + - - +
| || Ac-a-tubulina
(WS | s— 1 B-actina

Figura 19: Western blotting de a-tubulina acetilada en lineas tumorales tras el tratamiento con

Salermide a dosis de 25 pM y 50 pM.

Analizamos los niveles de acetilacion de la K16H4 mediante WB
utilizando un anticuerpo especifico para esta modificacion de histona y por
espectrometria de masas en tandem (VILLAR-GAREA et al. 2008). Ademas

cuantificamos los niveles de acetilacion global de la histona H4 mediante
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electroforesis capilar de alta resolucibon o HPCE (FRAGA et al. 2005b) y
mediante espectrometria de masas top-down (PARKS et al. 2007).
Comprobamos mediante HPCE y espectrometria de masas que
Salermide no producia un incremento de los niveles de acetilacion global de la
histona H4 en las lineas tumorales estudiadas ( ). De las cinco
lineas tumorales analizadas s6lo detectamos un ligero aumento de los niveles
de acetilacién global de la histona H4 en MDA-MB-231 tras el tratamiento con
el inhibidor ( ). Ademas comprobamos mediante WB que esta era la
Gnica linea en la que se veia un pequefio aumento de la acetilacion de K16H4
( ). Confirmamos la pérdida de hiperacetilacion K16H4 por
espectrometria de masas en células RAJI en las cuales observamos un
descenso en la acetilacion de la histona H4 en el péptido 4-17 en el espectro
MALDI-TOF tras 24 horas de tratamiento con Salermide ( ). Por lo
tanto, todos estos resultados indicaron que el efecto apoptatico y antitumoral de
Salermide no parecia estar mediado ni directa ni indirectamente por la
inhibicién de Sirt2. Sin embargo, esto no queria decir que Salermide no pudiera
inhibir la actividad de Sirt2 in vivo, ya que podria ocurrir que Salermide actuara
rapidamente sobre otras dianas para la induccion de apoptosis en las células
cancerosas, y que este tiempo no fuera suficiente para observar los efectos
biolégicos que Salermide pudiera ejercer mediante la inhibicion de Sirt2.
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Figura 20: El panel de la izquierda muestra los electroferogramas obtenidos mediante HPCE
de las diferentes isoformas acetiladas de la histona H4 en la linea celular K562 control (DMSO)
y tras el tratamiento con 100 pM de Salermide. El panel de la derecha muestra el espectro
obtenido de la espectrometria de masas de la histona H4 en la linea celular K562 control
(DMSO) y tras el tratamiento con 100 uM de Salermide. El ratio m/z (carga +14) para cada pico
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aparece en la parte superior del mismo. Acl, Ac2 y Ac3 indican las isoformas mono-, di- y tri-
acetiladas de la histona H4 respectivamente.
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Figura 21: Cuantificacion relativa de los niveles de histona H4 monoacetilada obtenidos

mediante el HPCE en sistintas lineas tumorales.
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10- Estudio de induccién de apoptosis mediada por inhibicién de Sirtl

Una vez confirmado el hecho de que Salermide era capaz de inducir un
proceso apoptoético antitumoral que no estaba mediado por la inhibicion de
Sirt2, nos propusimos estudiar la mediacién de la inhibicion de Sirtl. Como ya
se habia descrito anteriormente, la inhibicion de la expresion de Sirtl podia
producir un aumento en la apoptosis en varias lineas celulares tumorales (CHEN
et al. 2005; FoRrbD et al. 2005; PRUITT et al. 2006; STUNKEL et al. 2007; SuN et al.
2007).

Para estudiar la implicacion de Sirtl en el proceso apoptético provocado
por el tratamiento con Salermide, inhibimos la expresion de Sirtl mediante RNA
de interferencia en la linea celular MOLT4 y después tratamos con Salermide.
Observamos que la inhibicién de Sirtl mediante interferencia del RNA producia
apoptosis en el 10% de las células en cultivo y que tras el tratamiento con
Salermide a una dosis final de 25 UM ese porcentaje de células apoptoticas
aumentaba hasta aproximadamente un 16% ( ). Esta ligera diferencia
en el porcentaje podria explicarse por el hecho de que la eficiencia de
interferencia de Sirtl no fue del 100%, ya que aproximadamente sélo un 70%
de las células mostraron una inhibicion de la expresion de Sirtl. Por lo tanto,
teniendo en cuenta esta consideracién, podriamos decir que el porcentaje de
células apoptéticas era practicamente el mismo tras la interferencia de Sirtl
gue tras el tratamiento con Salermide. Ademas, el tratamiento combinado de
interferencia de RNA y Salermide indujo casi el mismo porcentaje de apoptosis
que cuando tratamos s6lo con Salermide, lo cual también apoyaba la idea de
que el mecanismo de accion de Salermide in vivo podria estar mediado por la
inhibicién de Sirt1.
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Figura 24: Inhibicion de Sirtl en MOLT4 por RNA interferente. En la parte izquierda se observa
un grafico que muestra el incremento de células apoptéticas MOLT4 tras la interferencia de
Sirtl (RNAI Sirtl), tras el tratamiento con Salermide o con una combinacion de ambos factores.
En la parte derecha se representa la reduccién de la expresién proteica de Sirtl tras el

tratamiento con RNA interferente mediante WB.

Con la finalidad de detallar la implicacion de Sirtl en el fendbmeno de
muerte celular inducida por Salermide, decidimos estudiar el nivel de
acetilacion de una de las principales dianas de Sirtl que median en la
apoptosis celular, p53 (VAzIrI et al. 2001). Sirtl es capaz de desacetilar p53 e
inhibir la respuesta celular al estrés mediada por esta proteina (Luo et al.
2001).

Nuestra hipétesis era que Salermide inhibia a Sirtl, se producia un
aumento en la acetilacion de p53, con lo cual estaba activa y podia inducir la
apoptosis de las lineas tumorales. Para comprobar esta hipotesis,
determinamos el nivel de acetilacion de p53 en MOLT4, MDA-MB-231 y SW480
antes y después del tratamiento con Salermide mediante WB usando un
anticuerpo especifico para su forma acetilada en la posicion lisina 382.
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Figura 25: WB de los niveles de proteinas de p53 y de p53 acetilada en el residuo de lisina 382

+

(AcK382p53) en varias lineas tumorales tras el tratamiento (+) o no (-) con Salermide. a-
tubulina y [-actina son utilizados como controles de carga de p53 y AcK382p53

respectivamente.

Lo primero que observamos fue que, como ya se habia descrito anteriormente,
MOLT4 tenia niveles muy bajos de expresion de la proteina p53 (RODRIGUES et
al. 1990) ( ). Esta caracteristica, unida al hecho de que Salermide
inducia una alta tasa de apoptosis en esta linea celular, descartaba la
posibilidad de que p53 ejerciera un papel fundamental en este proceso.
Ademas, mediante el andlisis por WB, no detectamos diferencias apreciables
en los niveles de acetilacion de p53 en respuesta a dosis de 25 pM de
Salermide en las otras lineas estudiadas, MDA-MB-231 y SW480 ( )
Para examinar en profundidad la implicacion de Sirtl en la acetilacion de
p53, inhibimos la expresion de Sirtl mediante RNA de interferencia y
estudiamos el efecto que causaba en la acetilacion de p53 en MOLT4, MDA-
MB-231 y SW480. Sdlo detectamos un ligero aumento en la acetilaciéon de p53
tras la interferencia de Sirtl en las células MDA-MB-231 ( ). Por lo
tanto, se podria decir que el efecto ejercido por Sirtl sobre la acetilacion de p53
era variable, como ya lo habian indicado anteriormente otros autores;
afectando positivamente (HELTWEG et al. 2006; LAIN et al. 2008) o

negativamente (OTA et al. 2006) y dependiendo de la linea celular.
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Figura 26: WB de los niveles de proteinas de Sirtl y de p53 acetilada en el residuo de lisina

382 (AcK382p53) en varias lineas tumorales tras la interferencia con un oligo inespecifico
(RNAI control) o con un oligo especifico de Sirt1 (Sirt1i). B-actina es utilizada como control de

carga.

Por lo tanto, nuestros resultados confirmaron que Salermide podia
inducir apoptosis sin incrementar la acetilacion de p53 (en SW480) y aun
cuando p53 no se expresara (en MOLT4). Estos resultados concordaban con lo
anteriormente observado en la linea celular MCF7, en la que la inhibicion de
Sirtl no inducia un incremento en la acetilacion de p53 (OTA et al. 2006), y en
la linea HCT116 deficiente de p53, en la que la inhibicion de Sirtl producia un
aumento en la apoptosis celular (FORD et al. 2005). Todas estas observaciones
indican que p53 puede ser dispensable en la promocién de la apoptosis
inducida por la inhibicion de Sirtl en las células cancerosas.

Ya que Salermide inducia una apoptosis masiva en menos de 24 horas
de tratamiento en las células tumorales, y como previamente ya se habia
descrito que algunos de los efectos protumorigénicos de Sirtl estaban
mediados por el reclutamiento de esta sirtuina a la region promotora de los
genes supresores tumorales reprimiéndolos de forma aberrante (PRUITT et al.
2006), se decidi6 comprobar la siguiente hipétesis: Salermide inhibe la accidn
de Sirtl, lo que conlleva la activacion de genes proapoptoticos reprimidos por
Sirtl especificamente en cancer y provoca el desencadenamiento de un
proceso apoptotico exclusivo de las células tumorales. La inhibicion de Sirtl
producida por Salermide podria traducirse en una hiperacetilacion y activacion

de los genes proapoptoticos.
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Para comprobar esta hipotesis, lo primero que debiamos comprobar era
el estado de expresion geénica de los genes implicados en el proceso apoptoético
antes y después del tratamiento con Salermide, y ademas, determinar que en
el caso de una sobreexpresion de genes proapoptoticos tras el tratamiento con
el inhibidor, ésta fuera especifica en células tumorales, pero no en células
normales. Para ello utilizamos un array que contenia aproximadamente 90
sondas Tagman de genes implicados en el proceso apoptético y testamos el
nivel de expresiéon de todos estos genes tanto en la linea tumoral MOLT4 como
en la no tumoral MRC5, antes y después del tratamiento con Salermide a una

concentracion final de 25 pM.
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Figura 27: Expresion relativa de genes proapoptoéticos tras el tratamiento de MRC5 (barras
blancas) y MOLT4 (barras negras) con Salermide con respecto a las células tratadas con el
vehiculo (DMSO).

Nuestros resultados confirmaban lo esperado, encontramos que 20 de
los 37 genes proapoptoticos que contenia el array (aproximadamente un 54%)
estaban sobre-expresados (en mas de un 20%) en MOLT4 después del
tratamiento con Salermide, pero que, curiosamente, ninguno de estos genes
mostraba esa sobreexpresion en la linea no tumorigénica MRC5 después del

tratamiento ( ).
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Una vez confirmado el hecho de que la apoptosis producida por
Salermide en las lineas tumorales estaba correlacionada con una sobre-
expresion de los genes que promovian un proceso apoptoético, decidimos
comprobar su relacion con la inhibicion de Sirt1.

Analizamos la expresién de genes apoptéticos con el array de expresion
en la linea tumoral MOLT4, a la cual, mediante un ensayo de interferencia de
RNA, le habiamos inhibido la expresion de Sirtl. Observamos que 18 de los 37
genes proapoptéticos (aproximadamente un 49%) estaban sobre-expresados
(en mas de un 20%) en MOLT4 después de la inhibicion de Sirtl (

). Ademas, es muy interesante resaltar que todos estos genes
coincidieron con los sobre-expresados en esta linea celular tras el tratamiento
con Salermide. Ademas, el hecho de que tras el tratamiento con Salermide se
reactiven mas genes proapoptéticos que tras la interferencia de Sirtl, podria
explicarse por la tasa de éxito en el proceso de inhibicién de Sirtl mediada por

RNA de interferencia, que no es del 100%, sino del 70%.
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Figura 28: Expresién relativa de genes proapoptéticos seleccionados en MRC5 tratadas con
Salermide (barras blancas), MOLT4 tratada con Salermide (barras negras) y MOLT4 con baja

expresion de Sirtl mediante RNA de interferencia (barras grises).
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El alto grado de coincidencia entre los genes reactivados tras el
tratamiento con Salermide y tras la inhibicion de Sirtl en MOLT4, sugeria, de
nuevo, que el mecanismo de accidbn de Salermide in vivo estaria
especificamente mediado por la inhibicion de Sirt1.

Terminamos de comprobar la hipotesis inicial mediante el analisis por
ChiP (inmunoprecipitacion de la cromatina) de ocupacion de promotores por
Sirtl y AcK16H4 en MOLT4 antes y después del tratamiento con Salermide.

Analizamos la ocupacion de los promotores de 4 de los genes
reactivados tras el tratamiento con Salermide (CASP8, TNF, TNFRSF10B y
PUMA) ( ) por Sirtl y AcK16 H4 en MOLTA4. .La linea de estudio fue
MOLT4, antes y después del tratamiento, y en ella se estudié Utilizamos
anticuerpos anti-Sirtl y anti-AcK16H4, para verificar la represion o activacion
transcripcional, respectivamente.

El tratamiento con Salermide produjo un incremento en el estado de
acetilacion de K16H4 en los 4 genes estudiados a nivel de promotor (

). Ademas, observamos que los promotores de estos 4 genes estaban
ocupados por Sirtl antes del tratamiento, lo cual explicaria su inactividad

( ).
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Figura 29: Ocupacion del promotor de genes proapoptéticos (CASP8, TNF, TNFRS10B y
PUMA) por ChiP cuantitativo en las células MOLT4 tratadas (barras negras) o no (barras
blancas) con Salermide. Los anticuerpos utilizados para la inmunoprecipitacién (iP Ac) son
contra Sirtl y contra AcK16H4. El enriquecimiento relativo se refiere al nUmero de copias del
gen de interés existente en la fraccion inmunoprecipitada con el anticuerpo apropiado dividido
entre el nUmero de copias de este gen existente en fraccion inmunoprecipitada con el
anticuerpo control (H3). Los datos fueron sometidos al analisis estadistico de t-student (con un
intervalo de confianza del 95%) para la comparacion de medias entre el enriquecimiento
relativo del gen de estudio tras la inmunoprecipitacion con el anticuerpo especifico en las

células control y en las células tratadas con Salermide. *datos estadisticamente significativos
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T ]
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Estos resultados sugirieron la hipétesis de partida, Sirtl podria estar
implicado en la represion aberrante de genes proapoptoticos en cancer por un
mecanismo que previene la acetilacion de la lisina 16 de la histona H4 en sus
respectivos promotores. EI tratamiento con Salermide, que actia
especificamente a través de Sirtl, liberaria a estos promotores de la accién
represora mediada por Sirtl y promoveria su reactivacion por hiperacetilacion
especifica de K16H4.

11- Estudio de la expresidon de Sirt2 en lineas tumorales

Aungue en un principio habiamos determinado que Salermide tenia una
mayor efectividad en la inhibicion in vitro de Sirt2, luego observamos in vivo
que la accion ejercida por Salermide sobre las células tumorales estaba
mediada especificamente por la inhibicidbn que ejercia sobre Sirt1.

Estudios previos indicaban una baja expresiéon de Sirt2 en tumores
(HIRATSUKA et al. 2003). La falta de expresion de Sirt2 en las lineas utilizadas
en el estudio de caracterizacion de Salermide podria ser la causa de que el
inhibidor no actuara a través de esta via.

Asi pues, analizamos el grado de expresion de Sirt2 en varias lineas
tumorales procedentes de leucemias y/o linfomas por PCR cuantitativa a
tiempo real. Centramos el estudio en este tipo de lineas porque Salermide
presentaba una actividad superior en lineas de tumores sanguineos que en

lineas de otros tipos tumoral, tales como colon y mama.
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Figura 30: Expresion relativa de Sirt2 con respecto a la expresion del gen usado como
referencia (GAPDH) en distintas lineas derivadas de leucemias y linfomas. Los linfocitos (LINF.)

y neutrofilos (NEUTROF.) se utilizaron como controles de células no tumorales.

El andlisis de PCR cuantitativa a tiempo real mostré que todas las lineas
analizadas tenian una baja expresion de Sirt2 cuando las comparabamos con
la expresion en linfocitos no tumorales ( ).

A continuacion investigamos si esta baja expresion podria deberse a la
accion represora de la metilacion del promotor del gen de Sirt2 o a la pérdida
de acetilacion a nivel del promotor. Para ello realizamos un tratamiento
combinado con AZA y TSA en dos lineas derivadas de leucemia (MOLT4 y
JURKAT) y en dos lineas derivadas de linfoma (RAJI y HUT 78).
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Figura 31: Cuantificacion relativa de los niveles de expresién de Sirt2 en distintas lineas
tumorales tratadas o no con la combinacion de AZA y TSA en las condiciones descritas en

material y métodos.

MOLT4, JURKAT y HUT78 expresaron Sirt2 aproximadamente 4 veces
mas que el control tras el tratamiento combinado de AZA y TSA, mientras que
los niveles de Sirt2 en HL60 se incrementaron en mas de 10 veces con
respecto al control de células sin tratar ( ). Todas las lineas sometidas
al tratamiento combinado de AZA y TSA experimentaron un incremento de la
expresion del gen de Sirt2 ( ), lo que indicaba que la expresién de Sirt2
estaria regulada epigenéticamente en las lineas estudiadas.

A continuaciéon estudiamos la regulacion epigenética de Sirt2 a dos
niveles: metilacion del promotor y marcas de activacion de histonas asociadas

al promotor.
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11.1 Metilacion del promotor de Sirt2

Analizamos la metilacion del promotor de Sirt2 mediante dos técnicas,
secuenciacion de bisulfito y pirosecuenciacion, en tejidos no tumorales y en
lineas celulares tumorales procedentes de leucemias y linfomas.

Mediante secuenciacion de bisulfito estudiamos una region de 323 pb en el

promotor del gen que incluia 24 CpGs.
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Figura 32: Secuenciacion de bisulfito del promotor del gen de Sirt2 en diversos tejidos no
tumorales. En la parte superior se muestra el promotor de Sirt2 y cada linea vertical indica una
CpG que luego es representada en la parte inferior por un cuadradito. El color negro en cada
uno de ellos indica la metilaciéon de la CpG, mientras que el relleno blanco indica la falta de
metilacion. (LINF.: linfocitos y NEUTROF.: neutrdfilos)
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Figura 33: Secuenciacién de bisulfito de lineas celulares derivadas de linfomas o leucemias.

Tras la realizacion de la técnica de secuenciacion de bisulfito del
promotor de Sirt2 no detectamos metilacion en ninguno de los tejidos normales
estudiados (Figura 32) ni en ninguna de las lineas tumorales (Figura 33).
Solamente la linea celular RAJI derivada de un linfoma presentaba un indicio
de metilacion que no era significativo.

A continuacion quisimos confirmar la falta de metilacion del promotor de
Sirt2 mediante pirosecuenciacion. Por este método pudimos analizar 10 CpGs
del promotor de Sirt2.
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LINEA % BS % PIROSEC
MOLT4 0 6705
JURKAT 0 572
HL60 0 1067
KG1A 0 6743
HUT78 0 n.d
RAJI 11°3 n.d
REH n.d 6°23
uoa37 n.d 572

Tabla 4: Estudio comparativo entre los resultados de metilacién del promotor de Sirt2 obtenido
mediante secuenciacion de bisulfito o mediante pirosecuenciacion. n.d. no determinado. % BS:
% metilacion promedio obtenido por secuenciacién de bisulfito. %PIROS: % metilacion

promedio obtenido por pirosecuenciacion

Los resultados obtenidos del analisis del promotor por pirosecuenciacion
indicaron que ninguna de las lineas tumorales estudiadas presentaba una
metilacion significativa del promotor del gen de Sirt2 ( ).

Las dos técnicas utilizadas para el estudio de la metilacién del promotor
de Sirt2 nos indicaron que el promotor de Sirt2 no estaba metilado en las lineas
tumorales de leucemias y linfomas. Aunque ambas nos daban la misma
informacion general, podiamos comprobar que el porcentaje medio de
metilacion en el promotor de Sirt2 era siempre superior en los datos obtenidos
de la pirosecuenciacion ( ). Mediante la pirosecuenciacion se analiza la
metilacion de miles de moléculas de DNA procedentes de una previa
amplificacion del gen de Sirt2 en la muestra, mientras que mediante
secuenciacion de bisulfito analizamos solamente de 8 a 10 moléculas de DNA
de la muestra de origen. Por lo tanto, esta seria la explicacion al hecho de que
el porcentaje de metilacion obtenido por pirosecuenciacionsea fuera mas
elevado que el obtenido mediante secuanciacion de bisulfito, que nos permite

analizar s6lo un nidmero limitado de moléculas de DNA.
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11.2 Acetilacién de histonas a nivel del promotor de Sirt2

Una vez que habiamos descartado la metilacion como causa de la baja
expresion de Sirt2 en las leucemias y linfomas, nos propusimos estudiar mas a
fondo la implicacién de la acetilaciéon de histonas en esta regulacion.

Analizamos la acetilacion de histonas a nivel del promotor de Sirt2
mediante la tecnologia de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChiP) en dos
lineas de leucemias (MOLT4 y HL60), en donde se habian realizado los
estudios previos de expresion y metilacion, y sobre células no tumorales
(linfocitos). Estudiamos la ocupacion del promotor de Sirt2 por una marca
global de activacion génica, la acetilacion global de la histona H4, y por una de
las histonas que conforman el nucleosoma, la histona H3, utilizada como

control positivo de la técnica.
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Figura 35: Estudio de la ocupacion del promotor de Sirt2 y de GAPDH (usado como gen
control) por la histona H3 (usada como control) y por la histona H4 acetilada (AcH4). El
enriquecimiento relativo se refiere el nimero de copias del gen que contiene la fraccion
inmunoprecipitada con el anticuerpo especifico (iP Ac) con respecto al nimero de copias que
contiene la fraccion no inmunoprecipitada. (LINF. linfocitos). Los datos fueron sometidos al
andlisis estadistico de t-student (con un intervalo de confianza del 95%) para la comparacion
de medias entre el enriqguecimiento relativo del gen de estudio tras la inmunoprecipitacion con
el anticuerpo especifico y el enriguecimiento relativo del gen de estudio tras la
inmunoprecipitacion con anti-lgG (control negativo de inmunoprecipitacion). Todos los datos

mostrados son estadisticamente significativos (p-value < 0°05).

El promotor del gen de Sirt2 en las lineas tumorales de leucemias,
MOLT4 y HL-60, no estaba sometido a la marca de activacion general génica,

la acetilacion de histonas. Cuando inmunoprecipitamos con el anticuerpo
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especifico de acetilacion global de la histona H4, la amplificacion de la region
promotora de Sirt2 fue mucho menor que la obtenida con el gen control,
GAPDH. Asimismo, también se observé que la amplificacion de la regién
correspondiente al promotor de Sirt2 es inferior en el DNA obtenido de la
inmunoprecipitacion de la histona H4 acetilada que en el obtenido tras la
inmunoprecipitacion con el anticuerpo usado como control, anti-H3 ( ).
Otro dato importante es que en las células normales, en los linfocitos, no se
observé tal diferencia en la amplificacion del promotor de Sirt2, con lo cual
podiamos concluir que la expresion del gen de Sirt2 estaba regulada por la
acetilacion global de histonas en la region promotora del gen. En las lineas
tumorales de leucemias, la expresion de Sirt2 se veria reprimida por una

hipoacetilacion de la histona H4 en la region promotora.

La baja expresion de Sirt2 mediada por una hipoacetilacion de histonas a
nivel de su promotor, podria ser la causa por la cual el inhibidor a estudio,
Salermide, no podria ejercer su accién proapoptoética a través de la inhibicion
de Sirt2 in vivo. Alun cuando en el andlisis previo de inhibicién in vitro de
Salermide, ésta era mucho mas eficaz en la inhibicion de Sirt2, in vivo pudimos
comprobar que Salermide tenia una alta eficacia como agente antitumoral
provocando un proceso apoptoético especifico de lineas tumorales y que esta

funcidn la ejercia a través de la inhibicion especifica de Sirtl.
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Discusion

1- Evaluacion de los efectos antiproliferativos y apoptoéticos de los

compuestos inhibidores de Sirtuinas

Las Sirtuinas son una familia de desacetilasas de histonas (HDACS)
formada por siete miembros (Sirtl a Sirt7) dependientes de NAD" para ejercer
su actividad. El miembro de esta familia mejor caracterizado es Sirtl. Sirtl tiene
muchas dianas de accién ya descritas, tanto histonas como otras proteinas,
aunque una de las dianas de accién mas relevante es el factor de transcripcién
p53. Sirtl desacetila a p53 provocando su represion. Esto se ha relacionado
con un incremento de la esperanza de vida y de la supervivencia celular
asociada al estrés (CHEN et al. 2005).

Se ha demostrado que la modulacion de la actividad enzimatica de las
Sirtuinas puede tener efectos beneficiosos en ciertas enfermedades, por lo que
se ha extendido el interés de desarrollar nuevos compuestos que puedan
producir un efecto favorable en el organismo modulando la actividad de estas
enzimas.

Se han descrito varios compuestos inhibidores de Sirtl que podrian
tener un efecto anticancerigeno por activacion de la ruta apoptética mediada
por p53 en las células tumorales. Recientemente se ha descrito un nuevo
compuesto (Compuesto 1) que deriva de otro inhibidor de Sirtuinas, NCS-12k,
que inhibe especificamente a Sirtl y produce hiperacetilacion de p53 en la
linea derivada de céncer colorrectal HCT-116, pero su papel como agente
antitumoral necesita ser estudiado en profundidad (Suzuki et al. 2009).

Ademas, otro de los objetivos para el desarrollo de nuevos farmacos es
la modulacién de Sirt2. Sirt2 es una enzima perteneciente al grupo de las
Sirtuinas predominantemente citoplasmatica, aunque se ha demostrado que
durante la mitosis se encuentra asociada a las estructuras mitéticas del nacleo
para ejercer un efecto controlador de la progresion del ciclo celular(DRYDEN et
al. 2003). Ademas Sirt2 también puede reprimir la actividad de p53 a traves de
la interaccion con las proteinas 14-3-3 (JIN et al. 2008). Recientemente se ha
descrito un nuevo compuesto llamado AC-93253 que inhibe especificamente a
Sirt2 y produce una citotoxicidad selectiva en lineas celulares tumorales (ZHANG
et al. 2009b).
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Sin embargo, la mayoria de los compuestos estudiados descritos como
inhibidores de Sirtuinas no muestra especificidad en la inhibicidon de un tipo de
Sirtuina en particular. Por ejemplo, el Cambinol, descrito como inhibidor de
Sirtl y Sirt2 también muestra capacidades antitumorales mediadas por
hiperacetilacion de p53 y BCL6 (HELTWEG et al. 2006).

El Sirtinol es un compuesto desarrollado inicialmente por Grozinger et al
(GROZINGER et al. 2001). En un principio se describié que tenia una potente
actividad inhibidora in vitro de Sirt2, pero mas adelante se vio implicado en la
accion sobre Sirtl. El Sirtinol produce arresto del ciclo celular en ciertas lineas
tumorales acompafado de una activacion de la cascada de MAPK (Ras—
mitogen-activated protein kinase) (OTA et al. 2006).

En colaboracion con el Dr. Mai diseflamos y sintetizamos 10 nuevos
compuestos con la finalidad de describir alguno de ellos como un compuesto
mejorado capaz de inhibir con mayor eficiencia el crecimiento de células
tumorales que el Sirtinol. Sintetizamos aquellos 10 compuestos que, en base a
estudios previos de modelaje tridimensional y acoplamiento mediante el
programa GOLD, nos ofrecian una mayor probabilidad de interaccion con el
centro activo de la enzima (Sirt2).

De los 10 compuestos estudiados, solamente cinco reunian las
caracteristicas de inhibicién in vitro de la actividad enzimatica de Sirtuinas y
disminucion de la proliferacion celular de tumores. Entre todos ellos elegimos el
compuesto MC1776, al que denominamos Salermide, para realizar un estudio
mas detallado de sus actividades sobre tumores. Elegimos este inhibidor
porque presentaba una alta tasa de inhibicion in vitro de la actividad enziméatica
de Sirtuinas (hecho apoyado por su estructura quimica) y porque era el Unico
gue mostraba efectos antiproliferativos sobre lineas tumorales de diverso
origen, colon, mama y leucemia.

Un dato relevante es que 6 de los 10 compuestos que producian una
disminucion de células viables del cultivo, lo hacian sobre lineas derivadas de
tumores sanguineos. Esto hace pensar que las células procedentes de estos
tipos tumorales (leucemias y linfomas) son mucho mas sensibles a la accion de

los inhibidores de Sirtuinas que las células procedentes de tumores solidos. Lo
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mismo se ha descrito con los inhibidores de desacetilasas de histonas de clase
I y II; que presentan una demostrada actividad contra tumores sanguineos que
los ha hecho muy validos para el estudio sobre pacientes aquejados de
distintos tipos de leucemias y linfomas. Actualmente se estan realizando unos
30 ensayos en pacientes con linfoma y 20 ensayos en pacientes con leucemia
en los que se utlizan distintos HDACI (vorinostato, panobinostato o

romidepsina) para el tratamiento de la enfermedad (http://clinicaltrials.gov/).

Por lo tanto, quizas no seria demasiado prudente el descarte de esos
cinco compuestos (MC1591, MC1775, MC1793, MC1801 y MC1808), que aun
no teniendo una accion antiproliferativa de amplio espectro, podrian ser
utilizados en estudios dirigidos contra la viabilidad y apoptosis de células
tumorales derivadas de tumores sanguineos. No obstante, se deberia examinar
cuidadosamente su actividad sobre células no tumorales y comprobar que no
tiene toxicidad alguna en modelos animales. Ademas la caracterizacion de sus
dianas de accion nos daria la base de un tratamiento dirigido para garantizar

una respuesta favorable.

2- Evaluacion in vivo de los efectos de Salermide sobre el crecimiento

tumoral

Ya que la finalidad de la sintesis de estos compuestos es, en su mayor
parte, la administracién sobre pacientes para el tratamiento de enfermedades,
se deberia estudiar el efecto de los HDACi sobre células sanas que no
presentan patologia alguna. En la mayoria de los estudios publicados que
caracterizan un nuevo compuesto con actividad HDACI se realiza un estudio
detallado de los efectos inducidos sobre las células tumorales, pero se relega el
analisis del inhibidor sobre células no malignas. Por ejemplo, uno de los
estudios recientes que caracterizan a un nuevo inhibidor de HDAC, el
compuesto denominado FR235222, realiza una descripcion detallada del efecto
que ejerce sobre la linea de leucemia U937. Los autores describen que el
nuevo inhibidor inhibe la proliferacion celular mediante el arresto en fase Gldel
ciclo celular en la linea U937, sin embargo no se detalla el efecto causado en

células sanas no tumorales (PETRELLA et al. 2008).
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Por esta razdén consideramos necesario evaluar cualquier actividad
sobre la viabilidad celular que pudiera provocar Salermide en un modelo no
tumoral.

Nuestros datos revelaron que Salermide no producia toxicidad en el
modelo murino elegido y que ademas promovia un proceso apoptético en todas
las lineas cancerosas estudiadas de origen diverso (linfoma, leucemia, cancer
colorrectal y cancer de mama), pero no en fibroblastos no tumorales (MRC5).

Ademas de la especificidad de accion sobre células tumorales,
comprobamos que altas dosis de Salermide no producian efectos aparentes de
toxicidad en el modelo murino utilizado, por lo cual Salermide podria incluirse
en estudios mas exhaustivos dirigidos a la caracterizacion de sus efectos in
vivo sobre modelos no tumorales que autorizaran su inclusion en ensayos

clinicos en pacientes con cancer.

3- Caracterizacion de la actividad apoptotica mediada por Salermide

Salermide inhibe las actividades enzimaticas de Sirtl y Sirt2. Tiene un
efecto inhibidor mas potente sobre Sirt2 que sobre Sirtl, inhibiendo un 80% de
la actividad de desacetilacion a una concentracion de 25 pM para Sirt2 y de 90
MM para Sirt1.

En base a estos resultados, pensamos que probablemente el efecto
apoptotico mediado por Salermide se debiera a la inhibicibn enzimatica que
ejercia sobre Sirt2. Para ello estudiamos el efecto de la inhibicion de Sirt2
mediante RNA de interferencia en la apoptosis celular de MOLT4, linea en
donde Salermide ejercia un mayor efecto antiproliferativo, y observamos que
esta disminucién en la expresion no producia un incremento en el porcentaje
de células apoptéticas del cultivo. Esto nos hizo pensar que si la inhibicién de la
expresion de Sirt2 no tenia efecto sobre la apoptosis, entonces Salermide, que
provoca una induccion masiva de la apoptosis en MOLT4, no debia de actuar
primariamente a través de esta enzima. AuUn asi corroboramos la
independencia de la actividad proapoptética de Salermide con la inhibicion de
Sirt2 analizando los efectos del inhibidor sobre la acetilacion de dos dianas de

acciéon reconocidas de esta enzima, a-tubulina (NORTH et al. 2003) y K16H4
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(VAQUERO et al. 2006). Observamos que tras el tratamiento de las células
tumorales con el inhibidor no se producia el incremento en la acetilacion de las
proteinas diana que cabria esperar si Salermide actuara inhibiendo la actividad
de Sirt2.

Por lo tanto, a continuacion desviamos nuestra atencion al estudio de
una posible implicacién de la inhibicion de Sirtl por Salermide en el proceso
apoptotico. Esta posible relacion se basaba en el hecho de que tanto nuestro
grupo como otros habiamos observado que tras la inhibicion de Sirtl se
observaba un incremento de la apoptosis en el cultivo celular. Por ejemplo,
Yamakuchi et al. (YAmAKucHI et al. 2008) relacionaron directamente la
inhibiciébn de Sirtl mediante miR-34a con un aumento de la apoptosis
especifico de células tumorales. Ademas en la linea tumoral de pulmén A549 la
inhibicion de Sirtl por oligonucledtidos especificos también inducia apoptosis
(SuN et al. 2007).

En el estudio que realizamos con MOLT4 relacionamos un 70% de
inhibicion de Sirtl mediante interferencia del RNA con un incremento de
apoptosis del 10% respecto a las células control. Ademas, este porcentaje de
apoptosis era aproximadamente el mismo que cuando tratabamos las células
con el inhibidor, lo cual parecia indicar que esta apoptosis estaba producida por
una inhibicion de Sirtl.

Tras comprobar que el tratamiento con Salermide de las lineas
tumorales SW480 y MDA-MB-231 no incrementaba los niveles de acetilacion
de p53 y que MOLT4, la linea sobre la que Salermide ejercia una mayor
actividad apoptotica era deficiente en p53, confirmamos que la apoptosis
celular inducida tras el tratamiento con el inhibidor era independiente de p53, lo
cual eliminaba una de nuestras premisas, que Salermide pudiera producir
reactivacion de p53 mediada por la inhibicion de Sirtl y/o Sirt2
desencadenando asi todo el proceso apoptético. La induccidén de apoptosis por
HDACI independiente de p53 ya se habia descrito anteriormente. Por ejemplo,
el SAHA provocaba apoptosis de células tumorales de mama, de higado y de la
cavidad oral por un proceso mediado por la via de sefializacion de TRAIL
(CaRLIsI et al. 2009; SHANKAR et al. 2009; YEH et al. 2009). Ademas, también se

habia descrito que el Sirtinol, utilizado como patrén para el disefio de estos
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nuevos compuestos, presentaba una actividad independiente de p53 (OTA et al.
2006).

Una vez descartada la implicacién de la hiperacetilacién y activacion de
p53 por la inhibicion de Sirtl mediada por Salermide, decidimos investigar otra
via de accion.

El tratamiento con Salermide indujo la reactivacién de genes implicados
en el proceso apoptético (CASP8, TNF o PUMA) que estaban aberrantemente
reprimidos por la actividad de desacetilacion ejercida por Sirtl sobre sus
promotores. Esta reactivacion iba acompafada ademéas por un aumento de la
acetilacion de K16H4 en su region promotora, lo que sugeria que Sirtl podria
estar implicado en la represion aberrante de genes proapoptoticos en cancer
por un mecanismo que previene la acetilaciéon de K16H4 en sus promotores.
Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que una desacetilacion de K16H4
mediada por Sirtl en los promotores de genes antiapoptéticos produce su
represidn transcripcional, pudiendo desembocar en un proceso tumoral (PRUITT
et al. 2006).

Aunque nuestro estudio sugiere que uno de los mecanismos
moleculares por los que Salermide induce apoptosis exclusivamente en células
tumorales es la reactivacion de genes proapoptéticos aberrantemente
silenciados por Sirtl, no podemos excluir que existen otras posibilidades. Estos
otros mecanismos podrian implicar a otros genes y proteinas diana de Sirtl,
como pueden ser los factores de transcripcion FOXO, NF-kB y E2F, la
acetiltransferasa de histonas p300 o el factor de reparacion del DNA Ku70
(revisado en (GUARENTE and PicARD 2005)) . De hecho, algunas de estas
dianas, como NF-«kB y E2F, tienen funciones importantes en las vias

apoptoticas.

4- El papel de Sirtl en cancer

El estudio llevado a cabo en esta tesis doctoral tiene como conclusion

que la inhibicién especifica de la actividad de Sirtl por Salermide produce una
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apoptosis exclusiva en células tumorales sin que se vean afectadas las células
normales. ElI proceso apoptdtico desencadenado por Salermide es
consecuencia, al menos en parte, de una reactivacion de genes proapoptoticos

reprimidos por desacetilacion a nivel de promotores mediada por Sirt1.

Hay ademas otros muchos estudios que implican a Sirtl como promotor
de un proceso tumoral, apoyado por la observacion de que esta enzima tiene
una expresion muy elevada, respecto a las células normales, en muchos tipos
tumorales, prostata, leucemia, colon, piel... La expresion de Sirtl puede estar
ligada al desarrollo de un proceso tumoral principalmente por el efecto que
ejerce en la inhibicion de genes supresores tumorales implicados tanto en la
reparacion del dafio en el DNA (por ejemplo Ku70 (CoHEN et al. 2004b) o NBS1
(YuaN et al. 2007)) como en el ciclo celular y apoptosis (FOXO (BRUNET et al.
2004), Rb (HiTcHINS et al. 2007), HIC1 (TsenG et al. 2009), p53 (VAzIRI et al.
2001)).

Sin duda alguna la diana mas estudiada de Sirtl es p53 (VAzrI et al.
2001). La sobreexpresion de Sirtl produciria una inactivaciéon por
desacetilacion de p53, con lo cual todas aquellas células que portaran algun
dafio en el DNA posible inductor de tumorigenicidad serian incapaces de
detener su division celular y entrar en apoptosis, desarrollando asi la formacion
de un tumor. Apoyando esta idea existen varios estudios, entre los que se
encuentra el de Salermide, en los que inhibiendo la actividad de Sirtl se
produce una disminucion en el crecimiento de las células tumorales. Se
estableceria asi una relacion directa entre actividad de Sirtl y cancer, sin
embargo, esta conexion no parece estar tan clara en otros estudios, que
describen a Sirtl como un supresor tumoral.

La idea de que Sirtl podria actuar como un supresor tumoral se basa, al
igual que en el caso contrario, en que otros tipos de cancer, glioblastoma y
carcinomas de vejiga, ovario y préstata, muestran una expresion muy reducida
de esta proteina. Se ha observado que la sobre-expresion de Sirtl produce un
descenso en la formacién de tumores de colon en ratones APC™* que puede
estar debido a la localizacién citoplasmatica de [-catenina desacetilada

(FIRESTEIN et al. 2008). Ademas se ha demostrado que Sirtl tiene una funcién

139



Discusion

reguladora en la reparacion de la rotura de la doble hélice del DNA y en el
mantenimiento de la integridad gendémica contribuyendo a la hipermetilacién de
las secuencias altamente repetitivas (OBERDOERFFER et al. 2008).

Por todo ello, al igual que hay toda una linea de investigacion y
desarrollo de compuestos inhibidores de Sirtl, se ha abierto otra con la
finalidad contraria, el desarrollo de compuestos activadores de Sirtl. Uno de los

compuestos mas conocidos que sigue esta linea es el Resveratrol.

El Resveratrol es un polifenol presente de forma natural en la piel de la
uva con efecto cardio y neuroprotector. Las dianas de accion incluye ciclo-
oxigenasas, lipo-oxigenasas, quinasas, DNA polimerasa y Sirtuinas. Sin
embargo, el estudio del Resveratrol esta dirigido principalmente a sus efectos
sobre el envejecimiento celular mediados por la activacion de Sirtl y similares a
los causados por la restriccion calorica. Se ha demostrado que tiene un efecto
protector de ciertas enfermedades relacionadas con el envejecimiento, como la
diabetes de tipo Il o enfermedades cardiacas y neurodegenerativas (MILNE et
al. 2007). En cambio, la funcion que puede ejercer el Resveratrol en los efectos
antitumorales producidos por la expresion de Sirtl necesita un estudio mucho

mas detallado.

No debemos olvidar que un factor determinante para la aceptacion de
nuevos compuestos usados como antitumorales es su seguridad en los
pacientes. No hay duda de que hay datos conflictivos en cuanto a la actividad
de Sirtl in vitro como gen supresor tumoral 0 como oncogén y también en los
efectos que causa la desregulacion de esta enzima en el incremento del riesgo
de cancer y en la supervivencia de las células tumorales.

Es importante tener en cuenta que la regulacion de Sirtl por restriccion
calorica es especifica de tejido, incrementando los niveles en tejido adiposo
blanco, musculo, pancreas, pero disminuyéndolos en higado. Por lo tanto, los
efectos en el organismo de compuestos que mimetizan la accién de la
restricciobn calo6rica, como el Resveratrol, pueden tener implicaciones mas
complejas de lo que en un principio podriamos esperar. Un activador de Sirtl

administrado a nivel sistémico podria incrementar el metabolismo en adipocitos
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y células musculares reduciendo la acumulacién de grasa, pero a nivel hepético
induciria la sintesis de grasa y colesterol aumentando el riesgo de cancer en
pacientes con predisposicion genética. Seria por lo tanto deseable, un tipo de
terapia dirigida a un tejido en concreto con el fin de minimizar cualquier efecto

colateral.

5- Expresion de Sirt2 en tumores y consecuencias en la actividad mediada

por Salermide

Aun cuando los resultados obtenidos parecen indicar una especificidad
de accion de Salermide sobre Sirtl, nos parecio interesante elucidar la causa
de la falta de actividad del compuesto in vivo sobre Sirt2 cuando in vitro esta
inhibicion era muy potente.

Debido a la baja expresion de Sirt2 que detectamos en la linea de
estudio MOLT4 vy, en general, en un amplio panel de lineas tumorales de
leucemias y linfomas, llegamos a la conclusion de que probablemente Sirt2 no
fuera la principal responsable de la accibn mediada por Salermide.

Estudiamos la posible implicacion de dos mecanismos epigenéticos,
metilacion del promotor y modificaciones de histonas asociadas al promotor de
Sirt2, en la expresion de Sirt2. Deducimos que la baja expresion de Sirt2 en las
lineas estudiadas no se debia a una hipermetilacion del promotor. Sin
embargo, nuestros resultados indicaban que Sirt2 estaba regulada
epigenéticamente a nivel de promotor por una marca general de transcripcién
geénica, la acetilacion de la histona H4. La pérdida de esta marca, detectada
exclusivamente en células tumorales (MOLT4 y HL60) produciria un descenso
en la transcripcion y expresion del gen de Sirt2. Estos resultados corroboraban
los datos de baja expresion de Sirt2 descritos previamente (INOUE et al. 2007b).

La baja expresion de Sirt2 en tumores ya se habia descrito en gliomas
haciendo pensar que quizas Sirt2 pudiera tener alguna funcion como gen
supresor tumoral (HIRATSUKA et al. 2003). Sin embargo, el estudio de nuevos
compuestos, como las Tenovinas (LAIN et al. 2008) o ciertos derivados de
tiobarbiturato (UclECHOWSKA et al. 2008), que estan implicados en la induccion

de apoptosis, son capaces de inhibir tanto a Sirtl como a Sirt2. El que no se
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haya determinado exactamente el mecanismo de accion de estos compuestos
no descarta la posibilidad de que la inhibicion de Sirt2 tenga alguna implicacion
en apoptosis de las células tumorales.

Ademas cabe destacar la importancia que Sirt2 ejerce sobre la
progresién del ciclo celular, que la podria convertir en un modulador
imprescindible de la proliferacion de células tumorales. Una de las dianas
principales de la actividad de Sirt2 es a-tubulina. Las moléculas de a-tubulina
acetiladas estan estrechamente ligada a la estabilidad de los microtibulos
(PIPERNO et al. 1987). Asi pues, se podria pensar que Sirt2 podria afectar a la
regulacion de los procesos celulares regulados por la tubulina, es decir, la
mitosis, organizacion celular, transporte y motilidad celular.

Sirt2 esta implicada en el proceso mitotico regulando la transicion de la
fase G2 a la fase M. En el punto de control del ciclo celular G2/M, los niveles de
Sirt2 son muy elevados y para que la célula pueda continuar su proceso de
divisién celular por entrada en fase M parece que necesario un descenso de los
niveles de Sirt2 (DRYDEN et al. 2003). Por lo tanto, en este aspecto, seria
conveniente el uso de ciertos compuestos activadores de Sirt2 que impidieran
asi la progresion del ciclo celular de las células tumorales.

Los mecanismos por los cuales Sirt2 regula la entrada de las células en
mitosis no estan claros, pero podrian estar asociados a una desacetilacién de
la tubulina y a una condensacién de la cromatina mediada por la desacetilacion
de K16H4 (otra de las dianas de accion de Sirt2)

Sin embargo, cabe destacar que se han descrito efectos positivos de la
inhibicion de Sirt2 en la proliferacion de células tumorales cuando estan siendo
tratadas ademas con inhibidores de microtubulos (Ocl et al. 2005). La
disminucion en la expresion de Sirt2 de las células tumorales impediria el
arresto celular en fase G2/M, lo que las haria mas sensibles a la accion de
estos inhibidores.

Ademas, no aun falta por elucidar si la baja expresion de Sirt2 en las células de
glioma es consecuencia de una delecion de la region cromosOmica que
contiene al gen, o bien, es la causa del desarrollo tumoral directamente

relacionado con la funcién oncogénica de Sirt2.
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Por lo tanto, existe una controversia entre el efecto anti- y pro-tumoral
que tiene la accion de Sirt2 que necesita ser aclarado y que probablemente sea

dependiente del tipo celular y de otros factores aun no descritos.
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1- En el presente trabajo se han disefiado y sintetizado 10 nuevos compuestos
que inhiben in vitro a Sirtl y/o Sirt2.

2- Siete de los nuevos compuestos disefiados inducen apoptosis en la linea
tumoral U937 y uno de ellos induce diferenciacibn monocitica en la misma

linea.

3- Uno de los nuevos compuestos sintetizados, el MC1776, al que
denominamos Salermide, muestra una alta eficiencia de inhibicién in vitro tanto
de Sirtl como de Sirt2.

4- Salermide disminuye la proliferacion de lineas tumorales derivadas de
leucemias (MOLT4, KG1A, K562), de linfomas (RAJI), de cancer de mama
(MDA-MB-231) y de cancer de colon (SW480) induciendo apoptosis. Salermide
tiene una actividad apoptética mas potente sobre lineas tumorales derivadas de
leucemias, siendo el IC50 para MOLT4 de 18 puM.

5- El efecto proapoptético producido por Salermide depende de la dosis y del

tipo celular.

6- Salermide no afecta a las células no tumorales y no es toxica en ratones

inmunodeprimidos.

7- Salermide no produce apoptosis a través de la inhibicién de Sirt2. Esta falta
de inhibicién puede ser consecuencia de una represion epigenética mediada
por la desacetilacién de histonas a nivel de promotor de Sirt2 que impide su

expresion normal en las lineas tumorales usadas en el estudio.

8- Salermide induce muerte celular por apoptosis en la linea de cancer
hematopoyético humano MOLT4 a través de un mecanismo que implica la
pérdida de represion transcripcional de genes proapoptéticos mediada por la
accion de Sirtl. Salermide dificulta la union de Sirtl y favorece la de K16H4
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acetilada a los promotores de genes proapoptéticos desencadenando un

proceso de activacion transcripcional.
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