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How I wish, how I wish you were here.

We 're just two lost souls swimming in a fish bowl,

year after year,

running over the same old ground. What have we found?
The same old fears,

wish you were here.

Wish You Were Here (Pink Floyd)

A la Neus

A la meva mare

Als meus amics






Es dificil comengar a escriure els agrdiments, de fet ho he intentat diverses vegades i no me n'he
sortit, i avui ja he escrit varies frases per comengar...no pot ser que aixé sigui tan dificilll. Per que
deu ser tant dificil escriure els agraiments? Potser és pel fet que és el que tothom mira primer a
l'obrir una Tesi?. No crec que sigui aquest el motiu en el meu cas, de fet no m'importa gaire com
quedaran al final els agraiments. El que m'importa realment és que la gent que és important per mi
sdpiga el que vull expressar en aquesta part de la Tesi, el que sento per ells i I'important que sén per
mi.

Fa molt temps que va comengar l'aventura de la Tesi, potser massa temps. Es estrany quan miro
enrera i veig al Daniel recent llicenciat en Biologia trucant de porta en porta buscant un lloc on fer la
Tesi, ple d'il-lusions, empenta i amb unes ganes boges de menjar-se el mon. Tenia tantes ganes de fer
recerca, fenia tantes ganes de treballar en la investigacid del cdncer, tenia tants somnis. A vegades
penso que queda poc d'aquella personeta plena de somnis, peré homés a vegades ho penso.

Arribar fins aqui no ha estat un cami fdacil, almenys per mi. Els que em coneixeu bé, que no sou gaires,
sabeu de que parlo. He passat moments de molta alegria i felicitat durant aquests cinc anys al
laboratori, moments en qué les coses anaven bé, moments en que si hagués pogut, hauria aturat el
mén, moments on els somnis eren realitat. Els que em coneixeu bé també sabeu, que hi ha hagut
moments molt diferents, i més que moments han estat temporades. Ara no cal buscar culpables, i si
n'hi ha, jo en séc el principal. Tot el viscut en aquests anys m'ha canviat molt, crec, i estic segur que
mha canviat a millor. De tot l'apres, de tot el viscut, el millor sens dubte ha estat coneixer-vos.
Només per aixo, ha valgut la pena. Vosaltres sou el millor somni que m'ha passat. Doncs alla vaig, a
redactar amb paraules cada un dels meus somnis, cada un de vosalires.

La primera persona que vaig veure a Bellvitge va ser en Biel, doncs tu serds el primer. No m'és facil
expressar el que sento, mai he estat bo en aquestes coses. Suposo que pels dos no ha estat una época
facil, els dos hem passat per moments de canvi, que han fet que la mostra relacié no hagi estat
segurament tot el qué s'espera entre un doctorant i un Director. Tant se val. Gracies a tu escric
aquests agrdiments, gracies a tu he pogut fer la tesi en aquest Departament, tu em vas triar. Gracies
per fer possible aquests somni. Ens hem respectat, i aixd és important. Suposo que ens hem dit
moltes coses sense parlar, tu ja ho saps. Gracies.

A tu, Joan, per mostrar-me la passié i la il-lusié més desenfrenada per la ciéncia, i per tot el que no és
ciéncia, per animar-me en tot moment i sobretot per confiar en mi. Sempre has estat pendent de mi.
No saps l'important que ha estat aixo. Moltes gracies.

Al Jose Manuel (I'home tranquil i felig), per ajudar-me moltissim en els meus inicis a Bellvitge, i
sobretot per ser el meu amic, entendre’'m i aguantar més d'un “sidral” (i no precisament cientific)...a
més, sempre ens quedard Mcl-1!!

Ara toca les nenes del laboratori. Molt us haig d'agrair a totes. A I'Esther i la Maria P. per tot el que
em vau ajudar als inicis i encara ho feu, i perqué sempre he pogut comptar amb vosaltres, a nivell
cientific i a nivell personal, moltes gracies. A la Montse, tot un “torbellino”, sempre disposada a
ajudar en qualsevol moment, ets increible. He aprés moltes coses de tu, moltes tecniques, molta
ciencia, i sobretot molt com a persona, de debd. Has tingut molta paciencia amb mi, grdcies. A la
Clara, amb tu vaig comengar aquesta aventura, i amb tu he compartit milers (o milions) de cigarrets a
I'escala, on ens hem explicat la "vida", pel que ets una de les persones que més ha sabut de mi, i
sempre has estat alla, sempre, grdcies. A I'Anna i la Merce, que tot i que fa poc que hi sou, sembla
molt, i aixo és perque s'esta molt a gust treballant amb vosaltres, i aixé ho és tot, gracies.

A |'Antonio, per tot. Pel teu optimisme (moltissimes vegades vital). Per tot el viscut al laboratori i
sobretot fora del laboratori. Ets una de les persones més semblants a mi que m'he trobat, tu ja ho
saps, en el bo i en el dolent (ja m'entens). M'has ajudat sempre, i sempre hi has estat quan t’he
necessitat, moltes grdcies amic.



Al Lloreng, per tot. Ens hem entes a la perfeccié. Gairebé aconseguim formar el "CRP", llastima que no
pugués serll Sempre has estat al meu costat, des dels inicis fins ara. Som com una parella de fet,
sempre anem junts a tot arreull M'ha encantat que sigui aixi. Gracies per sempre ser-hi.

A la Maria P.F., per ser la millor "ajudant” del mén, per tot el que t'has implicat. M'has ajudat molt.
Ets la primera noia que trobo que li agrada Pink Floyd, em pensava que no existienll. Gracies per tot.

A tota la gent del laboratori 4165. A la Mercé O., per ser com ets, per valer un imperill. M'ho he
passat molt bé amb tu, i sempre has estat quan ha calgut, no canviis mai. A I'Esther A., per tenir-ho
tot sempre a punt (em refereixo a les coses del lab.), pels entrepans a la platja, i sobretot per les
xerrades, sempre he pogut comptar amb tu. A I'Aurea, perqué sempre m'has escoltat i aconsellat, i
perqué he connectat molt amb tu. A la Maria M., pel teu bon humor i simpatia; a I'Anna M., per donar-
ho tot; al poeta del poble, el Joan D., la Marta i la Nieves, per tots els moments divertits, que han
estat molts. Al Ramon, per preocupar-se tant per la gent del laboratori i perque tot vagi bé, el
resultat és envejable. Moltes grdcies a tots.

A la gent del laboratori 4171 i 4114. A I'Arnau, el Sabina catald, per mostrar-me la teva millor part,
perqué els dos en el fons sabem que “a la orilla de la chimenea" és molt millor que "peor para el Sol". A
la Cristina Gamell., perqué amb el teu “bon dia Dani" fas que el dia sigui millor, no canviis mai. Al
policia del laboratori, el Francesc Vifials, per totes les xerrades i consells, que han estat molt
importants, de debd. A la Raquel, tu em vas aconsellar que em quedés aqui. A la Roser i a la Bea,
perqué amb la vostra simpatia feu que valgui la pena venir al laboratori. A la Jilia, per sempre
preocupar-se de com van les coses. Al Francesc V., Santi, Jose Luis, Nelson, Antonio 6., Francesc 6.,
Pol, Cristina L, Cristina 6., Eduard, Ouadah, Roser i Blanca. Gracies a tots pels moments compartits.

A I'Edu, per ser el meu entrenador personal, la meva primera parella de fet, per ajudar-me en tot, per
aguantar-me i sobretot per ser el meu amic. Va ser increible viatjar a Méxic amb tu, vas ser un gran
company de viatge. Gracies per tot.

A fota la gent de Biofisica i Fisiologia. Al Jose Carlos, per ensenyar-me la ciéncia i la vida des d'una
nova perspectiva, i que de fet, m'agrada molt més. Al Jordi Bermidez, que espero que algun dia em
torni a fer un altre Roast beef, la Teresa R., Jordi B., Alicia, Anna V., Francesc, Roser, Jordi L. Pere,
Pepita, Fina, Manel, Anna S., Judit, i Eduard B. (espero que et vagin les coses molt bé en el futur, de
debo). Moltes gracies a tots.

A tota la gent que ha passat pel laboratori i han fet que sigui millor. A la Cristina C., per sempre estar
alla, escoltar-me i sobretot per preocupar-se tant i tant per mi, al Lluis i la Tere. Coneixer-vos ha
estat del millor, no canvieu mai. A la Diana, per les converses transcendentals a altes hores de la
matinada. A I'Elena, per la teva simpatia i alegria. A la Puri, I'Eli, I'Elaine, al Manolo i tota la resta de
gent...grdcies a tots.

A la gent que ens hem anat veient de congrés en congrés, de seminari en seminari, o de Tesi en Tesi;
a la Mireia D., I'Albert T., la Gisela, la Bea B., Silvia M., Laura, Dolors C., Isabel F.,... compartint
moments de ciéncia, i de no tanta ciencia, que sén els millors.

Als companys del final del passadis, al Benja, I'Alex, el Dani, I'Eli, i sobretot a la Marta, per fer més
agradables els viatges de metro,...i tota la resta de gent. A tota la gent de I'Hospital, que fa
agradable anar a recollir les mostres. A fota la gent del campus de Bellvitge, sobretot al grup de
"seguratas”, que et distreuen els dies de festa que et toca venir al laboratori. Moltes grdcies a tots.

A la Roser Gonzdlez, per deixar-me donar els primers passos en el méon de la ciencia al seu laboratori,
i per fer-me sentir el seu recolzament cada cop que ens trobem.



A tfota la gent del grup de Biologia, que heu fet que l'etapa universitaria i la posterior siguin
increibles. A I'Albert, no cal que et digui gaire cosa, tu ja ho saps, sempre has estat al meu costat, i
aixo ho té preu, i sé que sempre hi seras. Jo també hi seré. Ets molt important per mi. A la Natdlia,
perqué sempre t’he trobat quan t'he necessitat, per totes les voll-damms de terdpia, i per tot. A la
Raquel, per ser com ets tot i les bestieses que fas a vegades, i perquée sempre has estat al meu
costat. A la Sandra per animar-me en tot moment, al Lluis i la Sus per fer-me “el padrino”, Txell,
Sonia i tota la resta de gent que els camins ens han fet separar. Moltes grdcies a tots, i ho canvieu
maill

A la Meri, per ser la meva amiga més..., per tots els moments, per confiar en mi, i per ser com ets.
Thaig d'agrair moltes coses. A I'Aurora, perqué estar amb ftu és fantastic, i sé que sempre podré
comptar amb tu pel que calgui. No canvieu mai cap de les dues, sou fantdastiquesl!

Al grup de sempre. S6n molts anys junts. Al Pini i la Mireia, per tot el que heu fet per mi, per sempre
estar-hi i preocupar-se tant i tant per mi, ni la distancia ens ha pogut separar, sou els millors!l. Al
Manuel, tot i ser com ets, sempre t'has preocupat i has fet molt per tots nosaltres, i aixé diu molt de
tu. A I'Alex, perqué espero que hi hagi un després d'ara. Al Roger i a la Meri, i a tota la gent de la
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INTRODUCCIO

1. APOPTOSI.

1.1. EL PROCES D’APOPTOSI.

El procés de mort cel-lular programada va ser anomenat per primer cop amb el terme
apoptosi per Kerr, Wyllie i Currie 'any 1972. Es va descriure com el procés fisiologic
de mort cel-lular pel qual les cél-lules velles, ectopiques, malmeses o potencialment
perilloses sén eliminades de manera controlada (Kerr et al., 1972). Es un procés
fonamental perqué es dugui a terme un correcte desenvolupament embrionari i un
correcte manteniment de 'homeodstasi dels teixits en els organismes pluricel-lulars,

participant en el recanvi cel-lular o en la metamorfosi d’alguns organismes.

Aquesta via de mort cel-lular programada esta conservada evolutivament i respon, tant
a estimuls fisioldgics, com a agressions externes patologiques. Aixi, una desregulacio
del procés d’apoptosi, ja sigui per déficit o per excés, pot ser catastrofica,
desencadenant un gran nombre de patologies. A la Taula-11 trobem algunes de les
patologies associades a la desregulacio del procés d’apoptosi. Una resisténcia de les
cél-lules a I'apoptosi permet la persisténcia de cél-lules autoreactives o mutades, que
poden provocar diferents desordres com el cancer o 'autoimmunitat. En canvi, en les
situacions on hi ha un excés d’apoptosi, es produeixen diferents patologies, com
lisquémia o linfart, aixi com també patologies croniques com les malalties

neurodegeneratives o la SIDA.

MALALTIES PER DEFICIT D’APOPTOSI MALALTIES PER EXCES D’APOPTOSI
Cancer Immunodeficiéncies
Leucémia Limfatica Cronica SIDA
Malalties autoimmunes Malalties neurodegeneratives croniques
Lupus eritromatos Alzheimer, Parkinson, Esclerosi lateral amiotrofica,
Glomerulonefritis Retinitis pigmentosa, Degeneracié cerebelar
Diabetis

Sindromes mielodisplasiques

Infeccions virals Aplasia medul-lar
Herpes
Poxvirus Malalties degeneratives agudes
Adenovirus Dany isquéemic, Infart de miocardi, Dany de

reperfusio, Accident vascular cerebral, Hepatitis
induida per toxics (alcohol), Pancreatitis, Tiroiditis

TAULA-I1. Malalties associades a la desregulacié de I'apoptosi (modificat de Thompson, 1995).



INTRODUCCIO

L’apoptosi és un procés molt important pel desenvolupament i correcte funcionament
del sistema immune. Durant la diferenciacié, mitjangant I'apoptosi, sén eliminats els
limfocits que no son funcionals o sén autoreactius, i es limita la durada de la resposta
immune enfront a les infeccions. Es requereix una estricta regulacid en la
supervivencia dels leucocits per tal de mantenir 'homeostasi i el funcionament normal

del sistema immune (Marsden i Strasser, 2003).

1.2. CANVIS A LES CEL-LULES DURANT L’APOPTOSI.

Durant el procés d’apoptosi a la célllula es produeixen una série de canvis, tant

morfoldgics com bioquimics:

Canvis morfologics.

Les ceéllules apoptdtiques manifesten una morfologia cel-lular alterada. Les cél-lules
presenten una condensaci6 del citoplasma i del nucli, es fan més petites i apareixen
unes protusions a la membrana, anomenades blebs. A mesura que avanga el proceés,
la cromatina es condensa, els nucléols es desintegren i es redueix la mida del nucli. Es
redueix també el volum total de la cél-lula, alhora que es fa més densa per la
condensacid dels organuls, mentre que el reticle endoplasmatic es dilata. Els
mitocondris es mantenen morfoldgicament intactes. Durant les etapes finals de
I'apoptosi, nucli i citoplasma es fragmenten i s’encapsulen en vesicules envoltades de

membrana, formant els cossos apoptotics (Figura-I1).

Canvis bioquimics.

Les céllules que entren en apoptosi, paral-lelament als canvis morfologics, pateixen
una série de canvis a nivell bioquimic. Hi ha una degradacio del DNA gendmic en
fragments internucleosomals multiples de 180 pb (parells de bases) (Wyllie, et al.,
1980), una pérdua del potencial de membrana mitocondrial i de I'asimetria en la
composicié de la membrana plasmatica. Durant I'apoptosi els fosfolipids de fosfatidil
serina, que habitualment es troben de manera exclusiva a la bicapa lipidica interna de
la cél-lula, queden exposats també a la bicapa externa (Fadock et al., 1992). Aquest
procés culmina amb el reconeixement i fagocitosi dels cossos apoptotics pels
macrofags. El fet que la membrana plasmatica es mantingui integra durant tot el
procés d’apoptosi és de vital importancia pels organismes, ja que d’aquesta manera
s’evita 'abocament del material cel-lular a I'espai intercel-lular, que provocaria una

reaccio inflamatoria (Savill i Fadock, 2000) (Figura-11).
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APOPTOSI
. )
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FIGURA-I1 Diferéencies en la morfologia de les cél-lules apoptotiques i necrotiques (modificada de la Tesi Doctoral de

Montserrat Barragan, 2002).

1.3. LES FASES DE L’APOPTOSI.

L’apoptosi és un procés altament regulat, ja que qualsevol desregulacié que comporti
I'activacié del procés condueix la cél-lula a la mort. Quan es produeix un estimul
apoptotic, de la naturalesa que sigui, fisioldgic o induit per estimuls externs, les
cél-lules activen la maquinaria encarregada de desencadenar el procés.

El procés d’apoptosi es pot dividir en tres fases:

1.-Fase iniciadora.

Els factors inductors d’apoptosi entren en contacte amb la céllula, i depenent de la
naturalesa de cada estimul, desencadenen diferents respostes intracel-lulars que
transmeten el senyal a la maquinaria apoptotica mitjangant canvis en la seva expressié
o estat d’activacio. S’han definit tres mecanismes d’iniciacié de I'apoptosi: els receptors

de mort, I'accid de cél-lules T citotoxiques i el dany cel-lular (estrés, radiacio, etc.).
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2-Fase executora.

Un cop s’han integrat els estimuls, existeix un punt, a partir del qual, el procés és
irreversible, i la cél-lula pren la decisid6 de morir. Aquest punt de no retorn es dbéna
quan s’activen en forma de cascada les caspases (proteases encarregades de
'execucié del procés d’apoptosi mitjancant la degradacid de diferents substrats
cel-lulars). Aquest és el punt de convergéncia de gairebé tots els senyals inductors

d’apoptosi.

3-Fase de destruccio.

En aquesta fase, quan tota la maquinaria efectora de la mort ja esta activada, la
cél-lula perd la seva integritat i presenta la morfologia i els canvis bioquimics tipics de

I'apoptosi.

1.4. MECANISMES DE REGULACIO DE L’APOPTOSI.

L’apoptosi, com altres processos cel-lulars vitals per la supervivéncia dels organismes,
€s un procés molt conservat evolutivament. Aquest procés s’ha estudiat als principals
organismes models utilitzats en recerca, des dels més senzills, com el nematode C.
elegans i la mosca Drosophila, acabant en els cultius cel-lulars de mamifer, on en
cada un d’ells s’ha focalitzat I'estudi en les diferents parts del mecanisme de mort

cel-lular, el qué ens ha permés entendre els diferents punts de control del procés.

Els primers estudis: el model de C. elegans.

Un dels models més utilitzats per I'estudi del mecanisme d’apoptosi és el del nematode
C. elegans, un organisme pluricel-lular molt senzill que conté 14 gens implicats en el
procés de mort cel-lular. Durant el desenvolupament de C. elegans moren, de forma
invariable, 131 de les 1090 cél-lules inicials, de manera que el nematode adult conté
959 cél-lules. Sydney Brenner fou pioner en la utilitzacid6 d’aquest nematode com a
model per l'estudi de l'apoptosi, i el primer en veure que era l'organisme ideal per
definir i estudiar els gens responsables del control del desti cel-lular (Brenner, 1974).
No gaire més tard, John Sulston va descriure de forma exacta les cél-lules que
s'induien a morir durant el desenvolupament del nematode (Sulston, 1976) i H. Robert
Horvitz realitza els estudis de mutagénesi que van portar a la identificacié dels gens
que regulen la mort d’aquestes 131 cél-lules del nematode (Ellis i Horvitz, 1986).

Aquests tres cientifics, pels seus estudis pioners en genética del desenvolupament i
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mort cel-lular, van rebre el Premi Nobel de Medicina I'any 2002. Els estudis inicials van
descriure els gens ced-3 i ced-4 (de cell death proteins) com a essencials per la
correcta execucié del programa apoptotic (Ellis i Horvitz, 1986). El grup de Horvitz va
veure que la mutacio del gen ced-3, que codificava una proteina altament homologa a
una proteina de mamifers, la proteasa ICE (de IL-1/ converting enzime), ocasionava
un deficit d’apoptosi durant el desenvolupament. Més tard, es va descriure un altre gen
necessari per revertir 'apoptosi, ced-9, que va ser identificat per una mutacié de
guany de funcio, que produia un dominant capag¢ de bloquejar la mort de les cél-lules
somatiques (Hengartner i Horvitz, 1994). En condicions no apoptotiques, CED-9 es
troba inhibint CED-3 i CED-4, perd en resposta a un estimul apoptotic s'indueix
I'expressié d'una proteina anomenada EGL-1, que actua dissociant CED-9 de CED-4,

possibilitant I'activacié CED-3.

Homologia entre espécies.

Els estudis realitzats en aquest model han permés definir les caracteristiques de
I'apoptosi i demostrar que aquest procés depén de la interaccio directa entre proteines
reguladores i proteines efectores. El primer homoleg de les proteines CED trobat en
animals vertebrats va ser Bcl-2 (Tsujimoto et al., 1984a), que és estructuralment i
funcionalment similar a CED-9, i per tant regulador negatiu del procés apoptotic
(Hengartner i Horvitz, 1994). Actualment, cadascun dels gens ced i egl de C. elegans
tenen com a minim un homoleg funcional a mamifers; 'homoleg de CED-3 a mamifers
son les caspases, n’hi ha 14 membres; el de CED-4 és Apaf-1; el de CED-9 sén els
membres de la familia de Bcl-2; i el de EGL-1 sén els membres BH3-only de la familia
de Bcl-2.

El gens que controlen el mecanisme de mort al nematode soén, funcional i
estructuralment, semblants als seus homolegs de vertebrats, fins al punt que el gen
Bcl-2 de mamifer és funcional en C. elegans, inhibint I'apoptosi (Hengartner i Horvitz,
1994), el que demostra clarament la conservacio d’aquesta via de mort cel-lular al llarg

de I'evolucié.
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1.5. LES CASPASES.

El grup de Yuan va demostrar que ICE, la proteasa que promovia la inflamacié al
processar la IL-1B i que va ser relacionada inicialment amb CED-3, activada
artificialment era capag¢ d’induir la mort cellular. Ara se sap que ICE no esta
involucrada en processos d’apoptosi. Aquests descobriments van iniciar la recerca
dels membres de la familia de proteases relacionades amb ICE, que avui dia coneixem
com la familia de les caspases (de cysteine-aspartate-proteases), nomenclatura
acordada al 1996, i enumerades segons l'ordre cronologic de clonatge. S’han
identificat 14 caspases a mamifers (11 caspases en humans, i les caspases 11, 12i 14
només en ratoli), 6 caspases a Drosophila i 6 a C. elegans. Els membres de la familia
de caspases a mamifers es classifiquen en tres grups, que es presenten en la Taula-
2, segons la seva funcié a les rutes apoptdtiques, 'homologia de seqiéncia i
I'especificitat de substrat (Salvesen i Dixit, 1997; Nicholson i Thornberry, 1997;
Thornberry i Lazebnik, 1988).

L’activacié de les caspases.

Les caspases son cistein proteases que poden ser processades en posicions situades
després de residus d’aspartic (Thornberry i Lazebninik, 1998). L’activacié de les
caspases és un fenomen altament regulat, per evitar que la cél-lula entri en apoptosi
de manera inespecifica. Per tal de regular I'activacié de les caspases, aquestes soén
expressades en forma de zimdgens, que sén formes precursores inactives.

e Les caspases-iniciadores (com la caspasa 8 o 9) son les primeres en activar-se
després de rebre l'estimul apoptotic. Es caracteritzen, a diferéncia de les
caspases-executores, per tenir un llarg prodomini a la part amino-terminal.
L’activacié d’aquestes es dona per la dimeritzacié de les formes zimdgenes
mitjancant I'ajut de proteines adaptadores.

e Abans que les caspases-executores (caspasa 3, 6 i 7) puguin atacar els seus
substrats cel-lulars, les seves formes precursores inactives han de ser

proteoliticament clivellades per una de les caspases-iniciadores.

Un altre nivell de regulacié de les caspases és el que fan les proteines de la familia de
les IAPs, de les quals en parlarem més endavant, que sén capaces d’'unir-se a les

caspases i evitar la seva activacio.
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Substrats de les caspases.

Les caspases-executores, un cop s’han activat, proteolitzen proteines essencials per la
integritat de la cél-lula. Aquesta protedlisi no és indiscriminada, i es fa sobre substrats
especifics. S’han identificat més de 280 proteines que son substrat de les caspases
que participen, entre altres funcions: a la replicacié del DNA com el factor de replicacio
C; transcripcio i splicing com I'U1-70K; reparacio del DNA com la PARP (de poly(ADP)
ribose polymerase) i la DNA-PK; proteines del citoesquelet com la FAK (de focal
adhesion kinase) i la PAK2 (de pZ27-activated kinase 2); proteines d’estructures
nuclears com les lamines; i proteines inhibidores de I'apoptosi com I'lCAD, que inhibeix
I'activacio de la DNasa CAD, per destacar-ne algunes (Hengartner, 2000; Fischer et
al., 2003). Algunes de les proteines de la familia de Bcl-2, com soén Bcl-2, Bel-X., Mcl-
1, Bax, Bad, Bib, i de les IAPs, com XIAP i c-IAP-1, que regulen el procés d’apoptosi,

també son substrat de les caspases.

Caspases de mamifer Altres noms Funcid Especificitat
CASPASES NO IMPLICADES EN APOPTOSI

Caspasa-1 ICE Inflamacio LI EHD
Cazpasa-4 ICEwll, T¥, ICH-2 AALIEHD
Caspasa-a [CEmll, T L) EHD
Caspasa-11 Inflamacia

Caspaza-13

Caspas=-14

CASPASES NICIADORES Especificitat de substrat
Caspasa-2 Medd?, IZH-1 DEXD

Caspasa-8

Cazpasa-9 ICE-LAFE, Mchi (IVDEXD

Caspaz=a-10 hchd, FUCE-2

Cazpasa-12

CASPASES EFECTORES

Cazpasa-2 Meddz, ICH-1

Caspasa-3 CPP32, Yama, Apopaina DEXD

Cazpasa-6 Mch-2 (IVLEXD

Cazpasa-7 Mch-3, ICE-LAP 3, ChH-1 | DEXD

Caspasa-8 FUCE, MACH, Mchs (IVLDEXD

TAULA-I12. Classificacié de les caspases en tres grups, segons la seva funcié a les rutes apoptotiques, ’'homologia de
sequéncia i I'especificitat de substrat (modificat de Salvesen i Dixit, 1997; Nicholson i Thornberry, 1997; Thornberry i
Lazebnik, 1988).
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1.6. LES DIFERENTS VIES D’APOPTOSI.

En mamifers s’han descrit dues vies principals d’apoptosi, que requereixen diferents
caspases-iniciadores, perd que convergeixen a nivell de les caspases-efectores
activades. Una és la disparada per I'activacio dels receptors de superficie anomenats
“receptors de la mort” (Strasser et al., 2000; Ashkenazi, 2002) i I'altra, és la induida per
diferents situacions d’estrés cel-lular, com una inadequada aportacié de citocines o
dany intracel-lular, que induira la sortida de factors apoptotics de dins del miticondri, i
on tenen molta importancia els membres de la familia de Bcl-2, que sén anomenats

“els guardians de la integritat mitocondrial” (Green i Reed, 1998; Cory i Adams, 2002).

1.6.1. Via extrinseca d’apoptosi o dels receptors de la mort.

La via dels receptors de la mort, o via extrinseca d’apoptosi, s’inicia per la unié de
ligands de la superfamilia del factor de necrosi tumoral (TNF), com TNFq,
CD95L/FasL, TWEAK i TRAIL, als seus receptors de la superficie cel-lular (TNFR,
CD95/Fas, DR3/Apo2 i DR4/5 respectivament). La unié d’aquests lligands indueix
I'agregacio i activacio dels receptors. La via apoptoética desencadenada per 'activacio
dels receptors de la mort, provoca la formacio del complex de senyalitzacié inductor de
mort, anomenat DISC (de death-inducing signaling complex). Aquest complex DISC
esta format per la uni6 de les proteines adaptadores FADD (de Fas-associated death
domain) i TRADD (de TNFR1-associated death domain protein) mitjancant el seu
domini de mort, DD (de death domain), als DD de la regidé citoplasmatica dels
receptors. Mitjangant interaccions homotipiques dels dominis efectors de mort, DED
(de death effector domain), les proteines adaptadores provoquen el reclutament i
activacié de la caspasa-8 (i també la caspasa 10 en humans) (Marsden i Strasser,
2003). La proximitat dels zimdgens provoca la seva dimeritzacié i subsequent
autocatalisi. Un cop s’ha activat la caspasa-8, s'activen les caspases-efectores
(Figura-12).

La senyalitzaci6 a través dels receptors de la mort pot ser inhibida per les proteines
cel-lulars i virals anomenades FLIPs (de FLICE-inhibitori proteins), que sdn molécules
semblants a la caspasa-8 o a dos dominis DED on es perd el lloc actiu, que és un
residu critic per la seva funcio; les FLIPs, de les quals s’han descrit dues isoformes,
FLIP_ i FLIPs, s6n reclutades al complex DISC i eviten I'activacio i I'alliberament de la
caspasa-8. Aquestes FLIPs no tenen cap efecte en I'apoptosi induida per la retirada de

citocines o altres estimuls inductors d’apoptosi per la via intrinseca. Als limfocits i a les
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cél-lules mieloides, la via d’apoptosi induida pels receptors de la mort no esta
controlada pels membres de la familia de Bcl-2 (Marsden i Strasser, 2003). Als
limfocits B hi ha un augment dels nivells de FLIP presents al DISC en resposta a
I'estimulacié de CD40 i BCR (Hennino et al., 2001; Wang et al., 2000), i a les cel-lules
de leucémia limfatica cronica de tipus-B, I'expressié de FLIP_ augmenta per lligacié de
CD40 ( Kitada et al., 1999).

1.6.2. Via intrinseca d’apoptosi o via mitocondrial.

La via mitocondrial d’apoptosi, o via intrinseca, es desencadena en resposta a una
gran varietat de situacions d’estrés, tant internes com externes, com poden ser la
retirada de factors del medi, agents toxics, dany al DNA, radiacions, agents oxidants o
activacié d’oncogens, entre d’altres. En I'apoptosi activada per les diferents situacions
d’estrés es modifiquen diversos components cel-lulars, que actuen com a sensors del
dany o alteracié i inicien la cascada apoptotica, induint la perforacié de la membrana
mitocondrial externa i afavorint lalliberament del citocrom-c i altres molécules
proapoptotiques de dins el mitocondri. El citocrom-c, component fonamental de la
fosforilacié oxidativa i de la formacié d’ATP, un cop al citoplasma, s’unira als dominis
autoinhibitoris (dominis WD) de la proteina Apaf-1, (de apoptotic protease activating
factor) activant-la i provocant-li un canvi conformacional que fa que oligomeritzi de
forma depenent d’ATP, possibilitant aixi el reclutament i I'activacié del proenzim de la
caspasa-9, via el domini homoleg de reclutament CARD (de caspase recruitment
domain). El resultat de la interaccio de les tres proteines, és la formacié d’'un complex
heptaméric de gran mida (d’aproximadament 1 megadalton), anomenat apoptosoma,
on la caspasa-9 s’activa per canvis alostérics i per dimeritzacié (Acehan et al., 2002;
Rodriguez i Lazebnik, 1999). Un cop activada la caspasa-9, aquesta processa les
caspases-3 i -7, que inicien la protedlisi dels diferents substrats cel-lulars. Les cél-lules
deficients en citocrom-c (Li et al., 2000), Apaf-1 (Yoshida et al., 1998) o caspasa-9
(Kuida et al., 1998), presenten defectes en I'apoptosi en resposta a senyals interns.
Fins ara tots els processos apoptotics induits per estrés eren atribuits a I'activacié de
la caspasa-9, perd avui en dia, es coneix que altres caspases iniciadores poden
participar-hi. Els membres de la familia de Bcl-2, dels quals en parlarem amb més

detall més endavant, son els encarregats de controlar aquesta via de mort (Figura-12).

L’apoptosi desencadenada per I'activacié dels receptors de la mort, i la via micondrial
controlada pels membres de la familia de Bcl-2, poden estar connectades a través del

del membre proapopototic Bid (Li et al., 1998b; Danial i Korsmeyer, 2004), que pertany
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al subgrup BH3-only, dins de la gran familia de Bcl-2. La induccio de la via extrinseca
de mort indueix I'activacid de la caspasa-8, que és capa¢ de proteolitzar a Bid,
generant una forma truncada (tBid), que pot translocar al mitocondri i induir la sortida

del citocrom-c, amplificant la cascada apoptética.

Les cellules es poden classificar segons les vies apoptotiques activades en
I'estimulacio dels receptors de la mort. En les cél-lules de tipus |, el processament de la
caspasa-8 és suficient per activar la cascada de caspases i desencadenar el procés de
mort, independentment de la via mitocondrial i dels membres de la familia de Bcl-2. En
les cél-lules tipus Il, I'activacid de les caspases-efectores depén de la translocacio de

Bid al mitocondri i de 'activacio de la via intrinseca.

VIA EXTRINSECA

.

VI3SNIYLNI VIA

l Caspasa-3, Caspasa-7

APOPTOSI

FIGURA-I2. Esquema de la via extrinseca i de la via intrinseca d’apoptosi. Es pot veure la connexio6 entre les dues vies

a través del processament de la proteina Bid (Modificat de la Tesi Doctoral de Montserrat Barragan, 2002).

10



INTRODUCCIO

1.6.3. Altres vies de mort: la via del reticle endoplasmic.

A la cél-lula hi ha altres organuls, a més del mitocondri, capagos d’integrar els senyals
de mort, com el reticle endoplasmic, 'embolcall nuclear, els lisosomes i I'aparell de
Golgi. Aquests organuls tenen sensors per detectar alteracions especifiques que
induiran diferents senyals per permeabilitzar la membrana mitocondrial o activar les
caspases, per tal d’amplificar el procés d’apoptosi (Ferri i Kroemer, 2001). Cada
vegada més, s’esta implicant el reticle endoplasmic com un organul important en el
control de l'apoptosi. En la seva membrana s’han trobat tant membres antiapoptotics
com proapoptotics de la familia de Bcl-2. Les diferents situacions d’estrés al reticle
indueixen canvis conformacionals i I'oligomeritzacié dels membres Bax i/o Bak, i
l'activacio de la caspasa-12 (Zong et al., 2003). Una alteracié a la funcionalitat del
reticle endoplasmic o un mal plegament de proteines, o bé si aquest és insuficient, fa
que s’inicii una resposta d’estrés per intentar reparar la disfuncié. Si aquesta no és
restaurada i el dany és irreparable, s’iniciara el procés apoptdtic. Tambe, la
mobilitzacié dels dipdsits de calci poden sensibilitzar els mitocondris als senyals

apoptotics (Brekenridge et al., 2003).

Els ultims descobriments sobre I'activacio i control de les caspases han fet variar
alguns dels axiomes que es creien inamovibles, ja que s’han trobat casos d’apoptosi
induida per estrés o induida pels receptors de la mort, on les caspases poden ser
activades per damunt, o independentment del mitocondri. Per tant, la pertorbacié del
mitocondri, podria ser en alguns casos, només el cop de gracia necessari per destruir
una cel-lula que ja té determinat el seu desti en la via de la mort cel-lular (Cory et al.,
2003).

1.6.4. Apoptosi independent de I’activacié de les caspases.

En el nematode C. elegans s’ha demostrat que la caspasa CED-3 és indispensable per
'apoptosi. Tot i aix0 alguns autors han suggerit que en mamifers, alguns tipus
d’apoptosi poden tenir lloc sense I'activacié de caspases. Aquests estudis s’han dut a
terme principalment mitjangant I's d’inhibidors quimics de les caspases. La induccio
d’apoptosi en la seva preséncia reflecteix més que res la ineficacia d’aquests
compostos, particularment in vivo (Nicholson, 1999). No obstant, s’han identificat dos
factors que poden ser mediadors potencials d’alguns tipus d’apoptosi sense la
necessitat d’activacio de les caspases. Aquests factors sén AlF (de apoptosis-inducing

factor) (Susin et al.,1999) i 'endonucleasa-G (Li et al., 2001). Sembla que els dos

11
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factors son capagos d’induir els canvis apoptotics en el nucli, com és la fragmentacio
del DNA, perd cap dels dos és capag¢ d’induir la resta de canvis morfologics i
bioquimics caracteristics de I'apoptosi. No esta molt clara la importancia d’aquests dos

factors en el procés d’apoptosi.

2. LA FAMILIA DE BCL-2.

El fet que una cél-lula hagi de morir o sobreviure esta determinat en part per la familia
de proteines de Bcl-2, que conté tant proteines antiapoptotiques com proapoptotiques.
Aquests reguladors de I'apoptosi responen a estimuls cel-lulars molt variats, ja siguin
diferents condicions d’estrés cel-lular, dany al DNA o la pérdua de citocines i factors
de creixement de l'entorn cellular, per posar alguns exemples. Els membres
antiapoptotics i proapoptotics d’aquesta familia interaccionen els uns amb els altres,
afectant I'organitzacié estructural de diferents organuls cel-lulars, per determinar si s’ha
de desencadenar la cascada proteolitica de caspases que conduira la cél-lula a la
mort. Els diferents membres de la familia també poden afectar la regulacié del cicle
cellular, i per tant al desenvolupament dels tumors, funcionant com a gens supressors

de tumors o com oncoproteines.

La identificacié del gen ced-9 en el nematode C. elegans va ser el punt de partida del
que una década més tard seria la familia de Bcl-2. El primer gen descobert de la
familia, el que li déna el nom, va ser bcl-2, aillat en la translocacié cromosomica
t(14;18) en pacients de limfoma folicular, que porta el gen sota control del locus de la
cadena pesada de les immunoglobulines (Tsukimoto et al.,, 1984a). A diferéncia
d’'altres oncogens identificats, es va veure que Bcl-2 era capa¢ de promoure la
supervivéncia cel-lular més que induir-ne la proliferacié (Vaux et al., 1988). Actualment
sabem, que la familia de Bcl-2 esta formada d’almenys 20 membres, que
comparteixen uns dominis homolegs anomenats BH (de Bcl-2 homology), que
permeten als diferents membres interaccionar entre ells, per tal d’'integrar els diferents
senyals cellulars que han d’activar I'apoptosi o les vies de supervivéncia (Cory i
Adams, 2002) (Figura-I3).

12
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2.1. MEMBRES DE LA FAMILIA DE BCL-2.

Membres antiapoptotics.

Bcl-2 és el membre més representatiu d’aquest grup. Juntament amb els membres
més semblants estructuralment, Bcl-X., Bcl-W i Boo/Diva/Bcl-B, i els membres més
divergents, Mcl-1 i A1/Bfl-1, protegeixen a les cél-lules d’'un ampli ventall d’agressions
citotoxiques, com son la deprivacié de citocines, la radiaci6 UV o y, o drogues
quimioterapéutiques. Tots ells contenen tres o quatre dominis BH. Els dominis BH1,
BH2 i BH3 formen una butxaca hidrofobica que permet la interaccié amb el domini BH3

dels membres proapoptotics.

Membres proapoptotics multidomini.

Dintre d’aquest grup hi trobem Bax, Bak, Bok/Mtd, Bcl-G i Bcl-Xs (variant d’splicing del
gen bcl-x), que sén molt similars a Bcl-2 en quant a estructura i seqiiéncia, conservant
dos o tres dominis BH (BH1, 2 i 3). Quan s’activen, actuen pertorbant les membranes

intracel-lulars.

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

Aquests grup de membres proapoptotics tenen una sequiéncia més divergent als altres
membres de la familia de Bcl-2, excepte en el manteniment del domini BH3 (pel que
s6n anomenats “BH3-only”) com a tret diferencial, que sembla indispensable per la
seva funcié apoptodtica. Dins d’aquest grup s’inclouen Bad, Bid, Bim/Bod, Bcl-Gs
(variant d’splicing del gen bcl-g), Bik/Nbk/Blk, Bnip3/Nix, NIP3, Bmf, Hrk/DP5, Noxa i
PUMA/Bdc3.

2.2. LOCALITZACIO DELS MEMBRES DE LA FAMILIA DE BCL-2.

La majoria dels membres antiapoptodtics (com Bcl-2) i proapoptotics multidomini (com
Bax), i alguns dels BH3-only, a I'extrem carboxi-terminal de les seves proteines es
troba una sequéncia hidrofobica de 16-19 residus, que és un domini transmembrana
(TM), important pel seu direccionament cap a diferents membranes intracel-lulars.
Estudis de localitzacié en cél-lules sanes col-loquen a Bcl-2 a les membranes del
mitocondri, de I'embolcall nuclear i del reticle endoplasmic, a Bcl-X_. i Bcl-W
principalment al mitocondri (Monaghan et al., 1992; Krajewski et al., 1993; Lithgow et
al., 1994), mentre que els altres membres se solen trobar a la fraccié citosolica (Hsu et

al., 1997; Hausmann et al., 2000). Els membres proapoptotics també difereixen en la
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seva localitzacié; Bak es troba associat a les membranes del reticle endoplasmic i del
mitocondri, i Bax sembla ser majoritariament citosolic (Wolter et al.,1997; Hsu i Youle,
1998; Giriffiths et al, 1999).

Antiapoptotics
subfamilia Domini receptor
ol I(1:2 ad o4 «b [tis] rx?l ol o9
| | | o S o O s I s B s N o O | o |
Bel-2 [Ter4] i ]
Bel-x — I
Bcl-w
Mcl-1 1
A1/Bfl-1 03560t
CED-9 —3 R
Proapoptotics
SUhfamlham ol ud w3 ud b wb wfud oY
Bax
Bak
Bok/Mtd
A P -~ Domini
subfamilia d'interaccio
—
Bik/Nbk/Blk
Hrk/DP35
Bim, 7
Noxa — .2
Bad L
Puma/Bbc3 —
Bmf _—
EGL-1 —_—
Bid | || ]
| Iy S— | ISy Sy SS— i S S— - ]
ol o2 ol od @b af ol o8

FIGURA-I3. Membres de la familia de Bcl-2. Es podem veure les tres subfamilies: els membres de la subfamilia de Bcl-
2 s6n promotors de la supervivencia cel-lular, mentre que els membres de la subfamilia de Bax i dels BH3-only
promouen |'apoptosi. També es poden veure els homolegs de C. elegans CED-9 i EGL-1. No estan representats els
membres Boo/Diva, Bcl-Rambo, Bcl-G, Bcl-B, Bcl-Xs, BNIP3 i NIP3, perqué la seva funcié no és del tot clara. Es
representa el domini BH3 (en negre i comu a tots els membres), els dominis BH1 i BH2 (puntejat), el domini BH4

present en algun dels membres antiapoptotics (blanc), i el domini transmenbrana (TM, ratllat) (Modificat de Cory et al.,
2003).
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2.3. INTERACCIO ENTRE ELS MEMBRES DE LA FAMILIA DE BCL-2.

Hi ha diferents models a I'hora d’explicar quin és el funcionament d’aquests membres,
com interaccionen entre ells i quina és la seva funcid en la regulacié de I'apoptosi. El
corrent més acceptat avui dia, és que els membres BH3-only funcionen com a sensors
cel-lulars al capdamunt de la cascada que desencadenara l'apoptosi, integrant les
diferents senyals de mort, de dany intracel-lular o supervivéncia. Un cop aquests
membres BH3-only s’han activat, la majoria s’uniran a Bcl-2 o als altres membres
antiapoptotics per tal de neutralitzar la seva funcié de supervivéncia. Al mecanisme pel
qual es doéna aquesta neutralitzacié, s’hi ha arribat després de la cristalitzacio
individual i conjunta de diferents membres de la familia. EI domini BH3-a-hélix
amfipatic dels membres BH3-only interaccionaria amb les butxaques hidrofobiques que
formen els dominis BH1, BH2 i BH3 dels membres antiapoptotics. Una desregulacié en
els nivells d’algun dels membres de la familia de Bcl-2, provocaria un balang

inadequat, que donaria lloc a la desregulacio de la cél-lula.

Abans es pensava que tots els membres BH3-only es podien unir indiferentment a tots
els membres antiapoptotics, perd estudis quantitatius més acurats han demostrat que
no és aixi, sind que hi ha preferencies (Adams, 2003). Recentment, s’ha publicat un
article on es realitza un estudi que demostra que les unions entre els membres
antiapoptotics i els BH3-only és especifica, amb afinitats d’'unié entre aquests
membres que poden variar fins a 10.000 vegades (Figura-14). Els membres BH3-only
Bim i Puma serien capagos d’'unir-se amb una afinitat molt alta a tots els membres
antiapoptotics assajats, mentre que els altres BH3-only tindrien afinitats d'unié
restringides a certs membres; Bad i Bmf semblen unir-se preferentment a Bcl-2, Bcl-X,
i Bcl-W, i menys a A1 i Mcl-1, mentre que Noxa és molt selectiu per Mcl-1 i A1, i no
sembla unir-se als altres membres antiapoptotics assajats. Els membres Bik, Hrk i Bid
s’unirien preferentment a Bcl-X., Bcl-W i A1, i menys a Bcl-2 i Mcl-1. Per tant, sembla
que la unié entre membres antiapoptotics i BH3-only és molt especifica; en general,
Bcl-X_ i Bcl-W es comporten de manera similar, de manera propera al comportament
de Bcl-2, mentre que Mcl-1 i A1 semblen tenir un comportament molt diferent (Chen et
al., 2005b).
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FIGURA-I4. Model proposat per explicar la diferent capacitat per induir la mort dels diferents membres de la subfamilia
de BH3-only, degut a les unions especifiques amb els membres antiapoptotics (Modificat de Chen et al., 2005b).

2.4. FUNCIO DELS DIFERENTS MEMBRES DE LA FAMILIA DE BCL-2.

2.4.1. Les proteines BH3-only com a sensors cel-lulars.

El fet que en els mamifers hi hagi un gran nombre de proteines BH3-only, sembla ser
consequéncia d’'un procés evolutiu encaminat a donar un control sofisticat i especific
sobre l'inici del procés de mort cel-lular, en funci6 de l'estimul desencadenant
(Puthalakath i Strasser, 2002). Alguns dels BH3-only només s’expressen en certs tipus

cellulars, i alguns semblen controlar un compartiment subcel-lular molt especific.

Cada un dels membres BH3-only respon enfront un tipus d’agressié molt concret
(Figura-15). Per exemple, Bim és imprescindible in vivo per I'eliminacié dels limfocits
autoreactius, i in vitro per l'apoptosi de les cél-lules T després de la deprivacio de
citocines (Bouillet et al., 1999, 2002); Bad es necessita per la mort induida per la
retirada de glucosa o d’EGF (de epidermal growth factor) (Ranger et al., 2003); Bmf és
necessari per I'anoikis (que és I'apoptosi que pateixen les cél-lules epitelials quan sén
desenganxades de la seva matriu extracel-lular) (Puthalakath et al., 2001). Els gens
noxa (Oda et al., 2000) i puma (Han et al., 2001; Nakano i Vousden, 2001), sén induits
pel gen supressor de tumors p53, pel que sén dos gens claus en I'apoptosi induida per
agents genotoxics (Villunger et al., 2003).

Cada un dels membres BH3-only és regulat de diferent manera: els gens hrk, noxa i
puma son regulats a nivell transcripcional. Altres membres se sintetitzen constantment,

perd s6n mantinguts en formes latents no actives, requerint-se certes modificacions
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per activar-les, com Bad, que és segrestat per les proteines 14-3-3 després de la
fosforilacio per Akt/PKB o PKA (Zha et al., 1996). Contrariament, Bik requereix ser
fosforilat per activar-se (Verma et al., 2001). Bid, a més de patir un processament per
caspases o per la granzima B, podria també ser regulat per fosforilacié (Desagher et
al., 2001). Bim i Bmf podrien tenir la funcié de controlar I'estat del citoesquelet, ja que
les isoformes predominants de Bim (Bimg. i Bim.) es troben segrestades als
microtubuls, a la cadena lleugera de la dineina (DLC1/LC8) i Bmf es troba unit al
complexe motor de la miosina a través de la interaccié amb DLC2 (Puthalakath et al.,
1999, 2001).
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FIGURA-I5. Cada un dels membres BH3-only respon enfront d’'un tipus d’agressié molt concret, tot i que hi ha
solapament de funcions entre els diferents membres. Els diferents estimuls apoptotics fan que s’activin aquests
membres, que ho poden fer per mitja d’'una activacio transcripcional (com és el cas de Hrk, Noxa i Puma) o mitjangant
regulacions postraduccionals (com és el cas de Bim, Bmf, Bad, Bik o Bid). Tots aquests membres, un cop activats,
tenen la capacitat d’unir-se i inactivar a Bcl-2 o altres membres antiapoptotics de la familia, de manera selectiva i
especifica. Bid, després de ser proteolitzat pot interaccionar directament amb Bax i activar-lo (Modificat de Cory et al.,
2003).
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2.4.2. Les proteines antiapoptotiques: els protectors de la mort.

Els estudis genétics fets a ratolins (Ranger et al.,, 2001) suggereixen que la
supervivéncia de cada tipus cel-lular requereix de la proteccié d’almenys un homoleg
de Bcl-2. Tot i el patré d’expressid solapat dels diferents membres antiapoptotics de la
familia de Bcl-2, la inactivacié puntual d’aquests gens condueix a fenotips concrets. El
gen bcl-2 és essencial per la supervivencia de les cél-lules del fetge, de les cél-lules
precursores de melandcits, aixi com també de les céllules limfoides madures
(Nakayama et al., 1993, 1994; Veis et al., 1993; Kamada et al.,1995); bcl-X, ho és per
les cel-lules precursores neuronals i d’eritrocits (Motoyama et al., 1999); bcl-W ho és
pels progenitors de les cél-lules espermatiques en individus adults (Print et al.,1998;
Ross et al.,1998); a1 és essencial pels neutrofils (Hamasaki et al.,1998) i mcl-1 és
essencial per la implantacié del zigot a I'iter (Rinkenberger et al., 2000). Els estudis
geneétics indiquen clarament que per mantenir el control de ’homeostasi, cal un balang
adequat entre membres antiapoptodtics de la familia de Bcl-2 i els seus antagonistes
BH3-only.

2.4.3. Les proteines proapototiques multidomini: els detonants de la mort.

Aquests membres de la familia de Bcl-2 son indispensables per a desencadenar la
mort cel-lular, ja que cap dels BH3-only pot desencadenar la mort en abséncia de Bax i
Bak, que son essencials per la via intrinseca d’apoptosi (Cheng et al., 2001; Zong et
al.,, 2001). La inactivaci6 d’'un dels dos gens té poques conseqiéncies, pero
I'eliminacio dels dos gens alhora impedeix I'apoptosi durant el desenvolupament a la
majoria de teixits, que acaba desencadenant una mort perinatal, o I'alteracié de la
seleccid timica i 'homeodstasi de les cél-lules limfoides (Rathmell et al., 2002). Les
cél-lules deficients en Bax i Bak sén resistents als esimuls intracel-lulars de mort que
operen per via mitocondrial. Les proteines Bax i Bak també soén relacionades
directament amb I'apoptosi iniciada des del reticle endoplasmic, desencadenada per
l'alteracié de 'homeostasi dels nivells de calci o I'excés de proteines mal plegades
(Scorrano et al., 2003).

En resposta a senyals citotdxiques, Bax i Bak pateixen canvis conformacionals, que
els permet formar homoligdmers associats a la membrana, els quals poden formar
grans clusters. Encara no esta clar quins sén els senyals que activen Bax i Bak. S’ha
proposat que tBid (que és la forma processada de Bid), podria activar les dues
proteines o que Bax podria estar segrestat al citosol per diferents proteines, com la 14-

3-3 (Nomura et al., 2003) o la proteina involucrada a la reparacio del DNA Ku70
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(Sawada et al., 2003). Un cop s’han activat aquests membres proapoptotics
multidomini, provoquen danys al mitocondri que permeten l'alliberament dels diferents
activadors apoptotics: el citocrom-c que activara Apaf-1 (Liu et al., 1996), Smac/Diablo
i Omi/HtrA2, que antagonitzaran I'habilitat de les IAPs d’inhibir les caspases (Du et al.,
2000; Verhagen et al., 2000; Susuki et al., 2001), 'endonucleasa-G, que ajudara a la
CAD (de caspase-activated DNAase) a la fragmentacié del DNA (Li et al., 2001) i la
flavoproteina AlF, implicada en la condensacié de la cromatina i en la degradacié del
DNA (Joza et al., 2001). S’han proposat diferents models per explicar com Bax i Bak
provoquen la sortida d’aquests activadors apoptotics: (i) Bax i Bak podrien formar un
porus a la membrana mitocondrial externa que permetria la sortida d’aquests
activadors; (ii) I'oligomeritzacié de Bax i Bak podria fer variar la composicioé lipidica de
la membrana mitocondrial externa, fent-la més permeable o formant canals lipidics; (iii)
possible interaccié de Bax amb diferents proteines mitocondrials com VDAC o ANT. A
la Figura-16 es pot veure el mecanisme de sortida del citocrom-c regulat pels diferents

membres de la familia de Bcl-2.
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FIGURA-I6. Regulacio de la sortida del citocrom-c mediada pels diferents membres de la familia de Bcl-2. Els membres
BH3-only actuarien com a sensors de diferents alteracions cel-lulars. Aquests interactuen i inhibeixen als diferents
membres antiapoptotics, possibilitant la sortida dels activadors apoptotics del mitocondri regulada per Bax i Bak, que
desencadenara la formacio de I'apoptosoma, que portara a I'activacio de les caspases. També es mostren el homolegs
en el nematode C. elegans (Modificat de Danial i korsmeyer, 2004).

19



INTRODUCCIO

2.5. Paper de la familia de Bcl-2 a ’oncogénesi.

Paper dels membres antiapoptotics.

La capacitat oncogénica de Bcl-2 va ser descrita, com s’ha comentat anteriorment, a la
translocacio t(14;18) a malalts amb limfoma folicular, on s’activa constitutivament
I'expressio del gen, degut a que es col-loca sota control del locus del gen de la cadena
pesada de les immunoglobulines. En canvi, en alguns casos de leucémia limfatica
cronica, una variant de la translocacié activa el gen bcl-2 per fusié amb els /oci de les
cadenes lleugeres de les immunoglobulines (Adachi et al., 1990). Tots els membres
antiapoptotics de la familia Bcl-2 sén potencialment oncogénics, perd en totes les
malalties analitzades, les mutacions directes que afecten aquests membres semblen
ser molt rares. Certes mutacions oncogéniques actuen incrementant els seus nivells
indirectament, com pot ser per la via del factor de transcripci6 NF-xB, activada en
moltes malalties humanes, capa¢ d’induir els gens bcl-X, i a1 (Grumont et al., 1999).
En molts tumors es troben nivells alts d’aquestes proteines, perod aixd s’ha d’interpretar
amb precaucio, ja que I'expressié dels membres de la familia de Bcl-2 pot canviar
bastant durant els diferents estadis de diferenciacid, i les cél-lules tumorals acostumen

a ser menys diferenciades que les cél-lules no tumorals del voltant (Cory, 1995).

Paper dels membres proapoptotics.

Donat el paper oncogenic dels membres antiapoptotics, es podria pensar que els
membres proapoptotics haurien d’actuar com a gens supressors de tumors. Com que
hi ha redundancia de funcié entre els membres proapoptotics, la funcid6 com a
supressor de tumors només s’arriba a donar en tipus cel-lulars especifics i en certes
situacions.

Bim sembla ser un candidat idoni per funcionar com un gen supressor de tumors, ja
que és el major regulador de 'homeostasi dels limfocits, i esta localitzat a una regié on
s’han descrit alteracions a diferents malalties humanes, la majoria d'origen
hematopoiétic. La inactivaci6 de Bid fa desenvolupar leucémia mielomonocitica
cronica al 50% dels ratolins als dos anys (Zinkel et al., 2003). Un cop sabut el paper de
Bmf en I'anoikis, seria interessant determinar si aquest contribueix a la metastasi. Dos
gens especialment atractius com a supressors de tumors sén noxa i puma, ambdds
induits transcripcionalment pel supressor tumoral p53. Com que Bax i Bak tenen
funcions redundants, és d’esperar que I'induccié tumoral requereixi la inactivacié dels

dos gens, i potser també de Bok en els teixits on s’expressi.
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2.6. MCL-1.

Mcl-1 és un dels membres antiapototics de la familia de Bcl-2. Actua com a molécula
apical en el control de I'apoptosi, interferint en els estadis primerencs d’aquest proceés,
promovent la supervivéncia de la cél-lula. EI gen mcl-1 va ser identificat per primer cop
al 1993 pel grup de la Dra. Craig, aillat com un gen d’induccio-temprana a la linia
cel-lular de leucémia mieloide humana ML-1, durant la induccid de la diferenciacié amb
esters de forbol (TPA), d’aqui el nom d’'Mcl-1 (de myeloid cell leukaemia-1) (Kozopas,
et al.,, 1993). Una caracteristica important d’'Mcl-1 és que tant el missatger com la

proteina tenen una vida mitja molt curta.

2.6.1. Estructura d’Mcl-1.

El gen mcl-1, en humans, es localitza al cromosoma 1, concretament a la posicié 121
(Craig, 1995), una regi6 que sembla estar alterada freqientment a malalties
neoplasiques. L'inici de transcripcid majoritari del gen s’ha mapat a 80 nucleotids
abans del codd d’inici de traduccid, i el gen té tres exons i dos introns (codi d’entrada
al GeneBank corresponent al cDNA huma d’mcl-1: L08246). S’ha trobat una gran
similitud entre les regions codificants i la regié 3’-no traduida del gen mc/-1 huma i
muri, al contrari que a la regié pomotora, on s’ha trobat una baixa similitud de
seqléncia, tot i compartir sequiéncies d’'unié a factors de transcripcidé comuns, pel que
podrien estar subjectes a una regulacido semblant. No s’ha detectat cap caixa TATA

consensus a prop de l'inici de transcripcio (Akgul, et al., 2000).

La proteina Mcl-1 (també anomenada Mcl-1L, ja que es refereix a la proteina sencera i
no a les formes generades per variants d’splicing o generades per processament de
les caspases) té 350 aminoacids, i conté una série de dominis caracteristics. Com tots
els membres de la familia de Bcl-2, posseeix els dominis caracteristics de la familia,
els dominis BH, que els hi permeten formar interaccions proteina-proteina, i sén de
vital importancia en la regulacié de I'apoptosi. Mcl-1 té els dominis BH1, BH2 i BH3,
perd a diferéncia d’altres membres antiapoptodtics de la familia, com Bcl-2 i Bcl-X|,
sembla perdre el domini BH4 de I'extrem amino-terminal. L’abséncia del domini BH4
en Mcl-1 indueix a pensar que interactuaria amb proteines diferents a les que ho fan
Bcl-2 i Bel-X.. Com molts dels altres membres de la familia de Bcl-2, Mcl-1 té a la part
carboxi-terminal un domini transmembrana (TM) que |i permet inserir-se a diferents

membranes intracel-lulars, sobretot a la membrana mitocondrial externa, on s’hi troba
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freqientment associat. A I'extrem amino-terminal es troben dues sequéncies PEST,
rigues en residus aminoacidics de prolina, acid glutamic, serina i treonina. Les
sequéncies PEST s’acostumen a trobar a les proteines que tenen un recanvi rapid i
una vida mitja molt curta, com Mcl-1, que pot anar des de 30 minuts fins a poques
hores depenent del model cel-lular d’estudi (Craig, 2002). Tot i aix0, s’ha descrit que la
supressié de les sequéncies PEST no altera I'estabilitat d’'Mcl-1, pel que aquestes
sequéncies no serien les responsables de la curta vida mitja d’Mcl-1 (Clohessy, 2004)
(Figura-17). La via de degradacié del proteasoma sembla ser la principal responsable

del rapid recanvi de la proteina (Nijhawan et al., 2003).
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FIGURA-I7. Es mostra I'estructura genomica del gen Mcl-1, el missatger i la proteina, amb els seus principals dominis.
També es representen les diferents formes generades per splicing alternatiu, aixi com els llocs de processament de les
caspases (Modificat de Michels et al., 2005).

S’ha caracteritzat una segona isoforma proteica d’Mcl-1 generada per splicing
alternatiu, generant una proteina més curta de 271 aminoacids, Mcl-1S/ATM. Aquesta
forma més curta, a la seva part amino-terminal segueix mantenint les seqiéncies
PEST i el domini BH3, igual que la proteina Mcl-1 sencera, perd a diferéncia
d’'aquesta, Mcl-1S/ATM perd els dominis BH1, BH2 i el domini transmembrana (Bae et

al., 2000; Bingle et al., 2000) (veure Figura-17)). Tot i que no es coneix encara prou be
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la funcié d’aquesta isoforma, l'estructura d’'Mcl-1S/ATM s’assembla bastant a la
d’alguns membres proapoptotics del grup BH3-only. La sobreexpressiéo d’aquesta
proteina truncada promou la mort cel-lular, en contraposicié a la funcié de la proteina
sencera. Per Western blot es poden detectar altres isoformes d’'Mcl-1, que soén
degudes a diferents nivells de fosforilacio, llocs d’inici de traduccié alternatius o bé al
processament de la proteina per caspases. També s’ha descrit que Mcl-1 és substrat
de la granzima-B, que un cop processat impediria la unié amb el membre proapoptotic
BIM, que induiria l'alliberament del citocrom-c (Han et al, 2004). Tot i que es coneix
'existencia d’aquestes diferents formes d’Mcl-1, les seves funcions no estan ben

caracteritzades.

2.6.2. Sintesi i degradacié d’Mcl-1.

El patré d’expressio oscil-lant d’'Mcl-1, al llarg del procés de diferenciacid de les
cél-lules, és indicatiu que el gen ha d’estar regulat per factors especifics que afecten el
creixement, la viabilitat i la diferenciacio cel-lular. L'augment dels nivells de proteina
induits per TPA, o per diferents factors de creixement, solen correlacionar amb
increments en els nivells de missatger, que no requereixen de la sintesi proteica de
novo, com és propi dels gens de resposta rapida (Yang et al., 1996; Chao et al., 1998).
La proteina Mcl-1 s’expressa en un gran ventall de tipus cel-lulars, tant en el
desenvolupament embrionari com als teixits adults, amb uns nivells d’expressié
variables depenent de I'estadi de diferenciacio i del tipus de teixit. Els nivells més alts
d’'Mcl-1 son detectats a les capes apicals més diferenciades dels epitelis (com pot ser
en els epitelis de prostata, pit, colon i pulmo), mentre que I'expressié de Bcl-2 sol ser
elevada a la part basal de I'epiteli. Al sistema limfoide, Mcl-1 s’expressa abundantment
als centres germinals de cél-lules-B, al contrari de Bcl-2 que es troba a les cel-lules

clonals B de la zona del mantell (Krajewski et al., 1994; 1995).

Els senyals de supervivencia, citocines, senyals de diferenciaci6 o factors de
creixement, indueixen augments en lI'expressié de la proteina Mcl-1. Les vies de la
MAPK (de mitogen-activated protein kinase), la PI3K (de phosphatidylinositol-3
kinase), de JAK/STAT (de Janus Kinase / signal transducer and activator of
transcription), i de p38 MAPK han estat implicades en I'estimulacié de la transcripcié
del gen mcl-1, actuant especificament sobre elements de resposta de factors de
transcripcié presents al promotor d’'mcl-1, com GM-CSF (de granulocyte-macrophage

colony-stimulating factor), interleucina-3 (IL-3), i per gonadotropines a I'ovari de rates
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(Chao et al., 1998; Leo et al., 1999; Inoshita et al., 2002). No sembla que hi hagi
regulacié transcripcional per NFxB, tot i la importancia d’aquest factor a la
supervivéncia induida per algunes citocines i la implicacié d’aquest en les vies de

supervivéncia (Craig, 2002).

Durant l'apoptosi induida a molts models cellulars, I'expressié d’'Mcl-1 disminueix,
moltes vegades en contra del que passa amb altres membres antiapoptotics de la
familia, com Bcl-2 o Bcl-X, (Craig, 2002). En aquesta disminucioé dels nivells d’'Mcl-1 hi
poden estar jugant un paper important les caspases, en especial les caspases
efectores com la caspasa-3. Aquestes caspases poden processar la proteina Mcl-1 per
dos llocs, després de dos residus d’acid aspartic (Asp'’ i Asp™’) (Snowden et al.,
2003; Weng et al., 2005). Aquests residus d’acid aspartic es troben dintre de les
sequéncies PEST i estan conservats des de la proteina Mcl-1 del peix zebra fins als
mamifers, essent 'Asp'® el lloc de processament preferent per les caspases. El
fragment carboxi-terminal, que resulta del processament al residu Asp'’, és una
proteina proapototica molt potent. Per tant, el processament de la proteina Mcl-1 per
caspases, esta eliminant de la cél-lula una molécula inductora de supervivéncia alhora
que es genera una molécula molt efectiva com a inductora de mort (Figura-17) (Michels
et al., 2005). També s’han descrit disminucions en [lactivitat transcripcional del
promotor o disminucions a la sintesi traduccional, per explicar el descens de la
proteina durant I'apoptosi induida per diferents estimuls, com pot ser per la irradiacio
amb llum ultraviolada o infeccions viriques (Nijhawan et al., 2003; Cuconati et al.,
2003).

Les modificacions post-traduccionals d’Mcl-1 també poden modificar la seva activitat.

"iala Thr'® per la via de JNK en

Mcl-1 pot ser inactivat per fosforilacié a la Ser'?
resposta a estrés oxidatiu (Inoshita et al., 2002). En alguns models, els ésters de forbol
poden induir la fosforilaciéo d’Mcl-1 via ERK, sense canviar la mobilitat electroforética
de la proteina, mentre que agents com el Taxol i l'acid Okadaic indueixen la
hiperfosforilaciéo d’Mcl-1 incrementant la mobilitat electroforética (Domina 2000, 2004).
Per tant, Mcl-1 esta regulat a molts nivells, per aconseguir una expressio i activitat

d’aquest gen molt acurades, per poder controlar finament les decisions cel-lulars.
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2.6.3. Knock-out d’Mcl-1.

La caracteristica més important del ratoli deficient en Mcl-1 és la letalitat embrionaria,
degut a que I'embridé no es pot preimplantar a I'iter, pel que no sobreviu més enlla de
'estadi de morula/blastula. Durant el desenvolupament del ratoli, I'expressié d’Mcl-1
incrementa durant els estadis primerencs de 'embriogénesi. Els blastocits d’'Mcl-17" no
mostren evidéncies d’una apoptosi incrementada, perd tenen un retardament en la
maduracio. Per tant, Mcl-1 és essencial per la preimplantacié del zigot durant aquest
estadi tant vulnerable del desenvolupament embrionari, i en tot cas després, actuaria
regulant 'apoptosi (Rinkenberger et al., 2000). Treballs recents amb cél-lules deficients
en Mcl-1 han demostrat que és una proteina imprescindible pel desenvolupament i
manteniment dels limfocits B i T, i per la supervivéncia de les cél-lules mare

hematopoietiques (Opferman et al., 2003, 2005).

2.6.4. Funcions biologiques d’Mcl-1.

La rapida induccié d’Mcl-1 enfront els senyals de supervivéncia i la rapida degradacié
enfront als estimuls apoptotics, indueixen a pensar que és una proteina clau en el
control de l'apoptosi en diferents models cel-lulars, en resposta a canvis ambientals
rapids. Mcl-1 sembla ser el membre de la familia de Bcl-2 que seria rapidament
incrementat durant les transicions cel-lulars, per mantenir la viabilitat de les cél-lules
durant un breu periode de temps, el suficient per permetre a la cél-lula superar aquest
periode critic d’'impas cap a un nou desti cel-lular. D’altra banda, Mcl-1 també juga un
paper fonamental en la supervivéncia de les cél-lules malignes, ja que la deplecio dels
nivells d’Mcl-1 mitjangant oligonucledtids antisense dispara I'apoptosi de les cél-lules

tumorals (Derenne et al., 2002).

La proteina Mcl-1 és essencial durant 'embriogénesi, desenvolupament i manteniment
dels limfocits B i T. L’expressié d’Mcl-1 és baixa a les cél-lules B naive i a les cél-lules
memoria, i és alta als centres germinals de cél-lules B, mentre que Bcl-2 mostra un
patré d’expressio reciproc (Krajewski et al., 1993, 1995; Lomo et al., 1996; Opferman
et al., 2003, 2005). Encara no es té la certesa de quin és el mecanisme exacte pel qual
Mcl-1 promou la viabilitat cel-lular, tot i que es creu, que té a veure amb la supressié de
I'alliberament del citocrom-c del mitocondri, probablement per la heterodimeritzacio i
neutralitzacié dels membres proapoptotics de la familia de Bcl-2, com Bim o Bak

(Cuconati et al., 2003). La leucémia limfatica cronica es deu principalment a un defecte
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a I'apoptosi, probablement deguda a alteracions als membres de la familia de Bcl-2. El
ratoli transgénic que sobreexpressa Mcl-1 té molts limfomes de ceél-lules B, mentre que
el ratoli condicional per la pérdua d’'Mcl-1 mostra una gran reduccié de limfocits B i T
(Johnston et al., 2004).

Mcl-1 també s’indueix per estimuls exdgens en teixits no hematopoiétics, com pot ser
a lovari, on les gonadotropines estimulen [linducci6 d'Mcl-1 i promouen el
desenvolupament de 'odcit, pel que aquest gen també té un paper important en el
procés de fertilitat, regulant processos importants a Il'ovulacid, embriogénesi i

desenvolupament de la placenta (Rinkenberger et al., 2000).

Tot i semblar un fet paradoxal, els nivells d’Mcl-1 s’indueixen en resposta a certs
estimuls citotoxics, com pot ser I'exposicidé a I'agent despolimeritzador de microtubuls
colchicina. Es creu que Mcl-1 s’induiria rapidament per tal de promoure la
supervivéncia de la cél-lula, durant un breu periode després de I'exposicié a I'agent
citotoxic, per donar temps a que s’indueixin altres membres promotors de la viabilitat
cel-lular, o bé per iniciar el procés d’apoptosi (Zhou et al.,1997,1998; Townsend, KJ., et
al., 1998, 1999). També s’ha descrit que la hipdxia pot induir la transcripcié d’Mcl-1
(Piret et al., 2005).

S’ha demostrat, a les cél-lules HelLa, que durant I'apoptosi induida per radiacio
ultraviolada (que indueix la ubiquitinitzacié i degradacié de la RNA polimerasa I, pel
queé s’atura la transcripcio, i indueix la fosforilacié del factor elF2a, pel qué s’inhibeix la
traduccié de proteines) es requereix de l'eliminacié de certs inhibidors citosolics
perqué es doni l'alliberament del citicrom-c del mitocondri i la subsequent activacié de
les caspases; aquests inhibidors citosolics sén Mcl-1 i Bcl-X.. Durant el tractament
amb radiacié ultraviolada, es bloqueja la sintesi proteica d’Mcl-1, i el remanent de
proteina Mcl-1 existent és rapidament degradat pel proteasoma. Una vegada s’ha
produit aquest fet, es transloca Bcl-X i Bax al mitocondri, on es déna la oligomeritzacio
de Bax, que possibilita la sortida del citocrom-c i activacié de les caspases. Per tant,
Mcl-1 esdevé com un sensor cel-lular dels canvis en les taxes de sintesi de missatger i
proteina induits per qualsevol agressio o estrés apoptoétic (Nijhawan et al., 2003). S’ha
descrit que durant la induccié d’apoptosi per diferents agents a les cél-lules Jurkat no
hi ha canvis en Mcl-1 fins que les caspases no estan activades (Clohessy et al., 2004).
A la Figura-18 es proposen diferents models de com pot regular Mcl-1 el procés

d’apoptosi, depenent dels senyals de supervivéncia o de mort que rep la cél-lula.
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FIGURA-I8. Regulacié de I'apoptosi per Mcl-1. Al model-A la induccié a nivell transcripcional d’'Mcl-1 pels senyals de
supervivencia pot proporcionar resisténcia a I'apoptosi. Al model-B la disminucié dels nivells d’'Mcl-1, tant a nivell de
regulacio transcricional com de reduccié de la sintesi proteica, induits per la retirada de factors de supervivéncia del
medi o bé per senyals inductores de mort, pot desencadenar I'alliberament del citocrom-c del mitocondri, activant el
procés d’apoptosi. Al model-C, I'activacié de les caspases durant I'apoptosi provoca el processament d’Mcl-1, generant
la forma proapoptotica que amplificara el procés de mort (Modificat de Mitchels et al., 2005).

Es possible que Mcl-1 tingui altres funcions a la cél-lula. També pot ser un factor clau
implicat en la diferenciacioé cel-lular i el control del cicle cel-lular. Per exemple, Mcl-1
s’uneix al factor PCNA (de proliferating cell nuclear antigen), fet que provoca una
aturada del cicle cel-lular, mentre el factor de transcripcio E2F1, un regulador clau del

cicle cel-lular, reprimeix I'expressio d’mcl-1 (Fujise et al., 2000; Croxton et al., 2002).

Mcl-1 es considera en algunes circumstancies, el substitut de Bcl-2 en les cél-lules
hematopoiétiques, sobretot perqué la seva localitzacié a la cél-lula difereix a la de Bcl-
2 (Yang et al., 1995). Als neutrofils, practicament no hi ha expressié de Bcl-2 ni Bcl-X,
pel qué Mcl-1 té un paper clau en la regulacié d’aquestes cél-lules, on els nivells d’'Mcl-
1 correlacionen molt bé amb la cinética de supervivencia. Les cel-lules no apoptotiques
tenen nivells alts d’'Mcl-1, mentre que les ceél-lules apoptotiques tenen nivells baixos
(Edwards et al., 2004).
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2.7. BIM.

BIM és un dels membres proapoptotics (com el seu nom indica Bcl-2 Interacting
Mediator of Cell Death), de la subfamilia BH3-only. BIM és un regulador important en
’lhomedstasi del sistema immunitari i un dels principals reguladors de I'apoptosi en
diferents tipus cel-lulars. El fet de que la pérdua d’'un sol al-lel de BIM acceleri la taxa
de formacié de limfomes, I'ha fet classificar com un gen supressor de tumors (Egle et
al., 2004a). La retirada de factors de creixement del medi, el tractament amb drogues
apoptotiques o 'anoikis, entre altres factors, indueixen un increment en I'expressio de
BIM en diferents models cel-lulars, suggerint que la regulacié transcripcional de BIM

pot ser un punt clau als estadis més primerencs del procés de mort.

2.7.1. Estructura de BIM.

El gen bim huma esta localitzat al cromosoma 2q12-g13 (Bouillet et al, 2001), regi6 on
s’han descrit alteracions, principalment deleccions, a 14 malalties humanes diferents,
la majoria d’origen hematopoiétic. EI gen bim es transcriu en diferents isoformes
generades per splicing alternatiu. Les diferents isoformes difereixen en el tamany i en
la seva activitat proapoptodtica. En un principi es van descriure les tres formes
majoritaries de BIM, conegudes amb el nom de BIMg_ (de extra large), BIM_ (de large) i
BIMs (de short) (O’'Connor et al., 1998), i més tard es van anar identificant totes les
altres isoformes, més o menys abundants i amb diferents funcions depenent del teixit
(U et al., 2001; Marani et al., 2002; Chen et al., 2004b; Adachi et al., 2005) (Figura-19).

El domini BH3 de BIM, [I'Unica regi6 homdloga amb els altres membres de la familia
de Bcl-2, és essencial per I'acci6 citolitica de BIM i per la interaccié amb els membres
antiapoptotics de la familia (O’Connor et al., 1998).

Algunes de les isoformes perden el domini BH3, mentre que d’altres perden el domini
d'unié a les cadenes lleugeres de la dineina, on es troben unides algunes de les
isoformes. Aquestes isoformes poden funcionar com a decoys de les isoformes
proapoptoétiques, i poden ser una forma de regulacié dins del grup de proteines BH3-
only (Adachi et al., 2005).
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FIGURA-I9. Esquema de les diferents isoformes identificades de BIM i on es proposa una nomenclatura per tal
d’uniformitzar els diferents noms que s’han donat a cada una d’elles (modificat d’Adachi et al., 2005).

2.7.2. Sintesi i deqradacié de BIM.

Els nivells de missatger i proteina de BIM sén molts baixos a la majoria de cél-lules
viables, perd soén incrementats rapidament després de la retirada de factors de
supervivéncia en limfocits, neurones i fibroblasts. La funci6 de BIM esta regulada
almenys per quatre mecanismes diferents, depenent molt del model cel-lular i del

factor d’estudi.

El primer dels mecanismes implica la regulacié del missatger de bim. Els nivells de
missatger disminuixen en preséncia de citocines, on estan implicades diferents vies de
transduccié del senyal depenent del model d’estudi. La retirada de citocines del medi
indueix la desfosforilacié i I'activacié del factor de transcripci6 FKHR-L1, de la familia
de factors de transcripcid Forkhead, induint I'activacié transcripcional de bim, sense

necessitat de sintesi proteica de novo. Diferents interleucines indueixen la PI3K, i
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aquesta a I'Akt/PKB, que fosforila el factor de transcripcio FKHR-L1 inhibint-lo (Dijkers
et al., 2000; Shinjyo et al., 2001; Rosas et al.,, 2005). En el model de fibroblastes
CC139 s’ha descrit que l'inhibidor de PI3K, LY294002, causa un increment de 25
vegades els nivells de missatger de bim, que va seguit d’augments de la proteina (Ley
et al.,, 2003). En estudis realitzats a neurones, la retirada del factor NGF, indueix
I'activacio de la via JNK, que faria incrementar els nivells de missatger de bim (Putcha
et al., 2001; Whitfield et al., 2001; Gilley et al., 2003). En cél-lules limfoides, s’ha vist
que un dels mecanismes pels quals el glucocorticoid dexametasona indueix apoptosi,
és la induccio de les tres isoformes proteiques maijoritaries de BIM (Wang et al., 2003).
També s’ha descrit que la induccidé de bim és un dels punts critics en I'apoptosi
desencadenada pels factors que indueixen increments en 'AMPc (Zhang i Insel,
2004).

Un segon nivell de regulacio és la localitzacié subcel-lular de BIM. Les isoformes BIMg_
i BIM,, perd no laBIMg es troben associades a la cadena lleugera de la dineina (LC8),
pel que estan unides al citoesquelet de microtubuls. Tot i aixd, en resposta a certs
estimuls apoptotics BIMg_ i BIM, sén alliberats dels microtubuls i van al mitocondri
(Puthalakath et al., 1999). La majoria de les formes de BIM associades al mitocondri,
estan interactuant amb els diferents membres antiapoptotics de la familia de Bcl-2,
inhibint-los (Zhu et al., 2004).

Un tercer nivell de regulacié és la fosforilacio de la isoforma BIMg_ a la Ser-109 i Thr-
110, on esta implicada la via de MEK/MAPK, que suprimeix I'accié proapoptotica de
BIMg_, sense afectar la unié a LC8 ni la seva localitzacié subcel-lular (Biswas i Greene,
2002). També s'ha demostrat que les isoformes de BIMg_ fosforilades que estan
lliures al citosol, poden ser processades per les caspases en estadis primerencs
d’apoptosi, generant un fragment de la part amino-terminal que seria molt més eficient
en l'induccié d’apoptosi, creant aixi un loop d’amplificacié del procés (Chen et al.,
2002a; Chen i Zhou; 2004a).

L’ultim nivell de regulacié descrit, implica la degradacié per la via del proteasoma de la
isoforma BIMg_, on esta implicada la via de MEK/MAPK (Akiyama et al., 2003). Els
nivells de proteina BIMg_ decauen relativament poc a poc en un medi sense sérum,
amb una vida mitja d’aproximadament 8 hores. L’estimulaci6 amb sérum redueix
rapidament els nivells de BIMg, amb una vida mitja d’'unes 3 hores, degut a la
fosforilacié via ERK1/2 de la proteina i a la degradacié per la via del proteasoma
(Weston et al., 2003; Ley et al., 2003; 2004). S’ha demostrat en diferents models, que
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el TPA indueix la fosforilacio de BIMg. a la serina-69 via ERK1/2, portant-la a ser

degradada pel proteasoma (Luciano et al., 2003).

2.7.3. Knock-out de BIM.

El ratoli Knock-out per bim presenta unes caracteristiques que evidencien l'important
paper fisioldgic de BIM; les cél-lules limfoides i mieloides s’acumulen, s’altera el
desenvolupament de les cél-lules T i els ratolins d’edat avangada acumulen cél-lules
plasmatiques i acaben morint per malaltia hepatica autoimmune. El ratoli deficient en
bim presenta un nombre elevat, en sang periférica, de monocits madurs, granuldcits i
limfocits, amb un sobrecreixement dels precusors hematopoiétics al moll de l'os. A
més, els limfocits sén refractaris a certs estimuls apoptoétics, com la deprivacié de
citocines o l'alteracio dels microtubuls. Per tant, BIM és un regulador essencial del
nombre de ceél-lules blanques, per 'homedstasi hematopoiética i com a barrera per

'autoimmunitat (Bouillet et al., 1999).

Del creuament entre ratolins bim*" apareix una descendéncia bim™ sana i fértil, pero

+/+

el seu numero és inferior a la meitat de la progénie bim™". Aquest fet demostra que
BIM pot tenir un paper important durant el desenvolupament embrionari, encara que de

moment es desconeix (Bouillet et al., 1999).

2.7.4. Funcions biologiques de BIM.

El Knock-out de bim mostra clarament, que és un gen critic per I’homeostasi dels
limfocits, que serveix de barrera contra les malalties infeccioses, que és necessari per
la resposta apoptotica desencadenada per algunes senyals d'estrés, i que és
necessari per l'apoptosi dels timocits autoreactius induida per I'estimulacié TCR-CD3
(Bouillet et al., 1999; 2002). També s’ha demostrat que BIM és essencial en
I'eliminacio de limfocits B autoreactius in vivo, i que els limfocits deficients en BIM no
sbén sensibles a I'apoptosi induida pel BCR in vitro (Enders et al., 2003; Mouhamad et
al., 2004). La disminucié de BIM és important en la induccié de supervivéncia per

I'activacio de Bcer-Abl a les cel-lules hematopoiétiques (Kuribara et al., 2004).

La retirada de citocines del medi pot inactivar la quinasa PKB (o possiblement GSK, de

serum and glucocorticoid-induced kinases), el que faria caure els nivells d’Mcl-1 i
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desforforilar el membre proapoptotic Bad i el factor de transcripcié FKHR-L1, activant-
los. FKHR-L1 pot incrementar els nivells de BIM i p27“"'. En aquest escenari, p27"""
aturaria la progressié del cicle cel-lular i ajudaria a BIM i Bad a induir la sortida del
citocrom-c del mitocondri, pel qué la cél-lula entraria en apoptosi (Dijkers et al., 2002;
Stahl et al., 2002).

La fagocitosi dels bacteris per part dels macrofags és un mecanisme de defensa
important de l'organisme contra agents patogens. El contacte amb bacteris o amb
components bacterians indueix I'increment dels nivells de BIM als macroéfags, que els
porta a la mort per apoptosi (Kirschnek et al., 2005) Quan les cél-lules epitelials es
desenganxen, s’indueixen rapidament els nivells de BIM, pel que, almenys en aquest
model, BIM és un mediador critic per desencadenar el procés d’anoikis (Reginato et
al., 2003).

3. LA FAMILIA DE IAPs.

La familia de gens inhibidors de I'apoptosi, les IAPs (de Inhibitor of apoptosis proteins),
constitueixen una familia molt conservada de proteines, trobada en organismes tan
diversos com insectes i mamifers. Aquests gens, codifiquen per proteines que
s’uneixen directament a les caspases i les inhibeixen, jugant un paper clau en les
decisions del desti de la cél-lula. Alhora, les IAPs estan regulades per una série de
proteines enddgenes, moltes de les quals son alliberades del mitocondri durant
I'apoptosi. En molts tipus de tumor o de linies cel-lulars derivades de tumor sembla
freqlent la sobreexpressio d’'una o més IAPs. L’amplificacié génica i les translocacions
dels gens de les IAPs sén evidéncies genétiques per reforcar la classificacié de les

proteines IAPs com oncogens.

La familia de proteines IAPs es caracteritza per tenir un 0 més dominis BIR (de
baculoviral IAP repeat), que sén dominis de 70-80 aminoacids. Les primeres proteines
amb dominis BIR van ser identificades als Baculovirus, i des de llavors s’han trobat a
diferents espécies, incloent diferents espeécies de llevats, com Saccharomyces pombe i
Saccharomyces cerevisiae, el nematode C. elegans, la mosca Drosophila, fins a
vertebrats. L’expressio ectopica d‘algunes de les IAPs virals a céllules de mamifer
bloquegen I'apoptosi, el qué indica el manteniment d’aquestes proteines i el seu
mecanisme d’accio entre les diferents espécies. La funcié de les proteines IAPs és la

d’actuar com a inhibidors enddgens de les caspases, aixi com, la de participar a la
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regulacio del cicle cel-lular i a la modulacié dels senyals de transduccié mediats per
receptor. La identificacié de proteines amb dominis BIR a organismes unicel-lulars com
els llevats, que no posseeixen un programa apoptotic com a tal, ha fet que es
necessités una definici6 més acurada de les |IAPs, més enlla, de només tenir els
dominis BIR. La llarga llista de proteines amb dominis BIR, anomenades BIRPs (de
BIR-contaning proteins), es divideixen en dues subfamilies; (i) les IAPs, que tenen un o
meés BIRs i tenen activitat antiapoptotica; (ii) i un altre subgrup de proteines que en
general solen tenir un sol domini BIR i tenen altres funcions a la cél-lula, diferents a
I'apoptosi, com la de regular la citocinesi i la segregacié de la cromatina, i en alguns

casos, possibles papers secundaris en la regulacié de I'apoptosi.

3.1. MEMBRES DE LA FAMILIA DE LES IAPs.

La primera |IAP descoberta a mamifers va ser NAIP (de neural apoptosis inhibitory
protein), identificada en lintent d’aillar el gen implicat en la malaltia de [I'atrofia
muscular espinal (Roy et al., 1995), que codifica per tres dominis BIR i un domini NOD
(de nucleotide-binding oligomerization domain) al seu extrem carboxi-terminal.
Després es van anar identificant tota la resta de membres cel-lulars, com c-IAP-1, c-
IAP-2, i XIAP, que totes tres contenen tres dominis BIR i un RING-finger al seu extrem
carboxi-terminal (Liston et al., 1996). La familia continua amb la identificacié de la
survivina, amb un sol domini BIR (Ambrosini et al.,1997), Livin, amb un sol BIR i un
RING-finger al seu extrem carboxi-terminal (Vucic et al.,2000) i una IAP amb expressio
restringida a testicle, Ts-IAP, amb un sol BIR i un RING-finger al seu extrem carboxi-
terminal (Lagace et al., 2001; Richter et al., 2001). A la Figura-110 es poden veure els

diferents membres de la familia de IAPs i els seus dominis.
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FIGURA-I10. Els diferents membres de la familia de IAPs en vertebrats amb els principals dominis de cada una
(Modificat de Liston et al., 2003).

3.2. FUNCIONS DE LES IAPs.

Totes les IAPs semblen inhibir les mateixes caspases, la caspasa-3, -7 i/o -9, tot i que,
les seves afinitats varien. Aquesta aparent redundancia, ignora aspectes critics
d’expressio i localitzacié subcel-lular de les IAPs, que fan que cada una tingui una
funcio especifica. La IAP més diferent sembla ser la survivina, que restringeix la seva
expressié al punt G2/M del cicle cel-lular, i és I'inica IAP associada a estructures de
cromatina, on sembla controlar la replicacié dels cromosomes i la supressié de
I'activitat caspasa al nucli (Li et al., 1998a). La Livin també s’ha trobat al nucli, perd no
sembla estar regulada pel cicle cel-lular ni sembla estar associada a cap estructura
nuclear. S’ha hipotetitzat que Livin podria tenir la funcié d’evitar I'activacié accidental
de caspases al nucli (Kasof i Gomes, 2001). Ts-IAP és una codpia autosdmica
retrotransposada sense introns d’XIAP, i s’expressa restringidament als testicles
(Lagace et al., 2001), que igual que altres gens amb expressio restringida en aquest
organ, podria ser per compensar la inactivaci6 del cromosoma-X durant
'espermatogénesi, tot i que encara no es coneix la seva funcié. Menys clara és la
necessitat de les multiples copies de les IAPs amb tres dominis BIR (NAIP, c-IAP-1, c-
IAP-2 i XIAP), que tenen activitats semblants, encara que tenen una distribucié tissular
diferent (Yang i Li, 2000a).
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Dominis de les IAPs.

El domini BIR és la unitat funcional millor caracteritzada de les IAPs. Cada domini BIR
és una estructura funcionalment independent, que quela un i6 de zinc, i és el
responsable de la majoria d’interaccions que fan les IAPs, inclosa la unié a les
caspases. Com a regla general, a les IAPs on hi ha miltiples BIRs, el tercer domini
BIR inhibeix la caspasa-9, i el segon domini BIR inhibeix la caspasa 3 i 7. Pel que fa a
les IAPs amb un sol domini BIR, la Ts-IAP inhibeix la caspasa-9 (Richter et al.,2001),
el BIR de la survivina inhibeix les caspases 3 i 7, mentre que el BIR de la Livin inhibeix
les tres caspases. Tot i la similitud estructural entre els dominis BIR, el mecanisme
d’inhibicié de caspases difereix significativament entre els dominis BIR2 i BIR3. Estudis
cristalografics del domini BIR2 d’XAIP amb la caspasa 3 i 7, han revelat que la regio
d’'unié proxima a BIR2 (entre els dominis BIR 1 i 2) és més important per la interaccié
que el propi BIR2. La caspasa-3 estaria inhibida per la regié d’unié entre els dominis
BIR1 i 2, mentre que la caspasa-7 estaria inhibida per la combinacio6 de la regié d’unié
entre els dominis BIR1 i 2 més el domini BIR2 (Chai et al., 2001). El domini BIR1, el
menys conservat, no té activitat inhibidora de caspases, perd la seva existéncia i
conservacio segurament implica una funcié especifica, encara pendent de ser
identificada.

Els dominis de dits de zinc RING (RZFs) se solen trobar als extrems amino-terminals
de proteines que funcionen com E3-ubiquitina lligases, marcant les proteines per ser
degradades al proteasoma. L'estudi d’aquests dominis en c-IAP-1 i XIAP indica que
aquests motius provoquen la ubiquitinitzacié i degradacié de les IAPs en resposta als
estimuls apoptotics, com el tractament amb glucocorticoids i etoposide. Altres estudis
demostren que c-IAP2 i XIAP poden ubiquitinitzar les caspases 3 i 7, i a Smac/Diablo,
un antagonista de les IAPs (Liston et al, 2003), suggerint un altre mecanismes
antiapoptotics de les IAPs. ElI domini CARD (de caspase recruitment domain) permet
I'oligomeritzacid6 amb altres proteines que contenen dominis CARD, aixi com també
promou I'homodimeritzacio. La proteina NAIP conté un domini NOD a I'extrem carboxi-

terminal que podria afavorir 'associacié amb ella mateixa o amb altres proteines.

A més d’inhibir les caspases i de l'activitat E3-ubiquitina, s’ha vist que XIAP també
intervé en les vies de transduccié de senyals. Mitjangant el domini BIR, XIAP es pot
unir a la proteina adaptadora TAB1, que pot reclutar el complex receptor TAK1, que
pot activar les vies de senyalitzacid d’'NFxB i JNK1, mentre que el domini RING
carboxi-terminal es pot unir a la cua citoplasmatica del receptor de BMP (de bone

morphogenic protein) (Liston et al., 2003). Dues de les IAPs, c-IAP-1 i c-IAP-2, sén
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components del complex proteic que es forma a la cua citoplasmatica del receptor-2
del TNFa; aquesta unié no és directa, i és mediada per dues proteines adicionals,
TRAF1 i TRAF2 (Shu et al., 1996; Liston et al., 2003). La formacié de complexes
alternatius que involucren a membres de TRAF i de |APs afavoreixen I'activacio
d’'NF«kB, que pot activar transcripcionalment gens de supervivéncia, inclosos c-I1AP-1,
c-lIAP-2 i XIAP (Lee i Collins, 2001).

Les IAPs sén substrats de les propies caspases.

A més d’inhibir les caspases, s’ha demostrat que XIAP i c-IAP-1 poden ser substrats
d’aquestes caspases. L'apoptosi desencadenada per una gran varietat d’estimuls déna
lloc a l'aparicié6 d’'un fragment proteolitic d’XIAP. S’ha proposat un model on el
processament d’XIAP causaria la separacié de la proteina en dues regions, que
permetria una accié independent sobre les caspases. No obstant, aquest
processament es veu majoritariament en cél-lules en procés d’apoptosi avangat, quan
les caracteristiques bioquimiques i morfologiques de I'apoptosi ja s’han donat, pel que
sembla més una caracteristica del procés d’apoptosi que no un mecanisme de

proteccio de la cél-lula (Deveraux i Reed, 1999).

3.3. Reguladors negatius de la funcié de les IAPs.

S’han identificat tres proteines que s’uneixen a les |IAPs i suprimeixen la seva activitat:
(i) XAF1 (d’'XIAP associated factor), que és una proteina nuclear capa¢ d’induir la
redistribucié d’XIAP del citosol al nucli i unir-s’hi, interferint amb la inhibicié de la
caspasa-3 (Liston et al., 2001). XAF1 esta ubiquament expressat en tots els teixits
normals analitzats, perd es troba en nivells molt baixos a la majoria de linies cel-lulars
transformades analitzades (Fong et al., 2000); (ii) Smac/DIABLO (de Second
Mitochondria-derived Activator of Caspase) es troba al mitocondri d’on és alliberada i
processada després d’'un estimul apoptdtic, amb una cinética semblant a la del
citocrom-c. Encara no esta ben resolt el mecanisme d’alliberacié d’'Smac, ja que el
tractament de les cél-lules apoptotiques amb inhibidors de caspases permet
I'alliberament del citocrom-c (d’aproximadament 12 KDa), perd bloqueja I'alliberament
d’'Smac (d’aproximadament 100 KDa), el que suggereix mecanismes diferents de
sortida. S’ha demostrat que la proteina Smac és capag¢ d'unir-se a totes les IAPs, i tant

al domini BIR2 com BIR3 d’XIAP, interferint en la unié de les caspases 3/7 i de la
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caspasa 9 (Du et al., 2000); (iii) Omi/HtrA2 (de proteina HtrA induible per heat-shock),
com I'Smac, és alliberada del mitocondri i processada en les cél-lules apoptotiques,
permetent una unié directa a XIAP, inhibint la seva uni6 a les caspases (Suzuki et al.,
2001). Per homologia a la proteasa HtrA2 d’Escherichia coli, es pensa que la proteina
Omi/HtrA2 humana podria estar involucrada en la degradacié de proteines mal
plegades sota condicions d’estrés cel-lular. A la Figura-111 es simplifica una visio
general de tot el procés de mort cellular programada i com es donaria I'activacio de

les caspases, la funcié de les IAPs i la dels seus reguladors negatius.

FADD

Procaspasa-8 Estimul
apoptotic

Procaspasa-8

Citocrom-¢c ©
L W Caspasa-8 activa
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Procaspasa-3/7 Dimer de
caspasa-9
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—
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FIGURA-I11. Funcié de les IAPs durant I'apoptosi. L’activacié dels receptors de la mort activa la caspasa-8 i aquesta
les caspases efectores-3/7 desencadenant I'apoptosi. Un senyal apoptotic a través de la via endogena dispara
I'expressio i/o activacié d’algun membre proapoptotic de Bcl-2 que desencadenara l'alliberament del citocrom-c del
mitocondri, activant les caspases. Els nivells de |IAPs determinara el desti cel-lular; uns nivells alts d’XIAP (o baixos
nivells de XAF1) suprimirien I'activacié de la caspasa-9, i evitaria I'activacié de les caspases efectores. Si aixd no es pot
evitar i es déna l'activacié de suficient caspasa-9, s’activaran les caspases 3 i 7. L'activacié de les caspases
incrementaria la permeabilitzacié de la membrana, que permetria I'alliberament d’'Smac i d’'Omi (Modificat de Liston et
al., 2003).
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3.4. XIAP i la seva requlacié traduccional.

El cas més especial de totes les IAPs és el d’XIAP, que té una sintesi proteica
controlada per un sistema exclusiu. El transcrit d’'xiap, expressat a tots els teixits a
nivells bastant constants, és molt gran (d’aproximadament 9 Kilobases), tot i que la
regio codificant és de només 1,5 Kb. La regié 5-no traduida del gen (5-UTR de
untranslated region) és molt gran (almenys de 1,6 Kb); aixd sol ser poc habitual en
eucariotes, ja que és dificil que el ribosoma pugui fer un scanning convencional per
trobar el codé on ha de comencar la traduccio. S’ha demostrat que aquesta regié conté
un elememt IRES (de internal ribosome entry site) (Holcik et al.,1999). Els elements
IRES van ser identificats en picornavirus, que son capacgos d’aturar la sintesi proteica
de la cél-lula a la que infectaven mitjangant la inactivacié de factors necessaris per la
traduccié CAP-dependent. Els elements IRES sén capacos de reclutar els ribosomes
directament en el punt d’inici de la traduccio, el qué permet als missatgers virics
traduir-se independentment de la maquinaria de sintesi proteica convencional CAP-
dependent. Els elements IRES en gens eucariotes sén poc abundants, perd se n’han
identificat en alguns oncogens i en factors de creixement (Holcik et al., 2000), tot i que
hi ha autors que neguen I'existéncia d’aquests en cél-lules eucariotes (Kozak, 2001).
Aixi, I'element IRES d’XIAP permetria la sintesi proteica del gen en condicions d’estrés
cel-lular on la traducci6 CAP-dependent estaria aturada, ja que alguns dels factors
necessaris per fer-la son substrats de caspases. D’aquesta manera, XIAP podria

permetre sobreviure a la cél-lula durant un periode breu de temps.
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4. LA LEUCEMIA LIMFATICA CRONICA DE CEL-LULES-B.

La leucemia limfatica cronica de cél-lules B (LLC-B) va ser caracteritzada per primera
vegada I'any 1966, com una malaltia on es déna un augment progressiu del numero de
limfocits B monoclonals, de petita mida, funcionalment inerts, amb baixa capacitat de
multiplicacié i una vida mitja molt llarga. Tot aixd fa que s’acumulin a I'organisme,
preferentment a la sang periférica, al moll de I'os i als ganglis limfatics (Galton, 1966;
Dameshek, 1967). Aquests limfocits tenen una aparenca madura, perd tenen una
produccio deficient d’anticossos, que afavoreix I'aparicid de processos infecciosos
(Montserrat, 1997). Els limfocits B circulants dels pacients que pateixen leucémia
limfatica cronica de cél-lules B, sén cel-lules de tipus B1 que es troben aturades en
fase Gq del cicle cel-lular i que responen debilment als estimuls mitogenics, mentre que

les cél-lules B normals sén de tipus B2 (Montserrat i Rozman, 1995).

41. CARACTERISTIQUES DE LA LEUCEMIA LIMFATICA CRONICA DE
CEL-LULES-B.

La LLC-B és una malaltia comuna dels paisos occidentals desenvolupats, on
representa el 30% de totes les leucémies i el 75% de les croniques, mentre que en la
poblacié dels paisos asiatics representa el 3-5% del total de leucémies diagnosticades
(Montserrat i Rozman 1995). Cada any, es diagnostiquen entre 7.000 i 10.000 pacients
als Estats Units i a Europa, i anualment moren unes 5.000 persones per aquesta
malaltia en aquests paisos (Pangalis, et al., 2002). La incidéncia mitjana de la LLC-B
és d’aproximadament 3 casos per 100.000 habitants I'any. La LLC-B es manifesta
majoritariament en individus de mitjana i avancada edat, essent els 65 anys I'edat
mitjana de diagnosi, i rarament es presenta en individus menors de 45 anys. Tot i que
encara no es coneixen els motius, hi ha una afectacié diferent de la malaltia respecte
la incidéncia per sexes, ja que afecta dos homes per cada dona (Salar et al., 1997;
Oscier et al., 2004).
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4.1.1. Diagnostic.

La LLC-B s’acostuma a diagnosticar en estadis molt primerencs de la malaltia, quan
els pacients van al metge afectats per problemes lleus, com malestar lleuger,
cansament i certs problemes respiratoris durant I'exercici. Un dels principals criteris per
al diagnostic de la malaltia és la determinacié de la quantitat absoluta de limfocits i
'aparenga d’aquests. Cal detectar una limfocitosi absoluta, no transitoria, en sang
periférica (15 X 10° cél-lules / L) acompanyada d'infiltracié limfocitaria (>30%) en el
moll de l'os. La morfologia dels limfocits B és caracteristica, ja que tot i tenir una
aparenca madura, sén de petita mida, i tenen la cromatina nuclear condensada i
separada per franges cromatiques més clares. La majoria del volum cel-lular és ocupat
pel nucli, pel que tenen una elevada relacié nucli/citoplasma (Woessner et al., 1991).
Son céllules fragils, que es trenquen facilment durant I'extensié de frotis, adquirint al
microscopi I'aspecte de taca (ombres de Gumprecht) A la Figura-112 es pot apreciar la

morfologia de les cél-lules perifériques de LLC-B.

limfocits
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FIGURA-I12. Morfologia de les cél-lules de LLC-B en sang periférica.

Actualment, el diagnostic de la LLC-B es realitza determinant les caracteristiques
immunofenotipiques de la poblacié B acumulada a la sang periférica (Oscier et al.,
2004), que es tracta d’'una poblacio :
e Poblacié6 monoclonal de cél-lules que expressen simultaniament en la seva
superficie els marcadors CD5 (que és un antigen de les cél-lules T), CD19,
CD20i CD23 (Jennings i Foon, 1997).
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e Baixa densitat d'immunoglobulines de superficie, normalment sigM i/o slgD
(constituides per un sol tipus de cadena pesada i un sol tipus de cadena
lleugera, el que indica la seva monoclonalitat) (Rozman i Montserrat, 1995).

o Els limfocits formen rosetes amb eritrocits de ratoli (Forbes i Zalewski, 1976).

El fet que les cél-lules de LLC-B expressin el marcador CD5 a la seva superficie, fa
pensar que el seu origen pot ser el mateix que el de les cél-lules CD5" que es
produeixen als primers estadis del desenvolupament embrionari. Aquestes cél-lules es
troben en elevada proporcioé en els nounats i coexpressen gran quantitat d’antigens de
diferenciacio (Kontny et al., 1994), perd sense presentar hipermutacions a la regio
variable de les immunoglobulines (IgV), que és caracteristic de la LLC-B (Oscier et
al.,1997). Segons l'analisi comparatiu del patré d’expressié de diversos gens en
diferents models cellulars mitjangant microarrays, que permeten determinar
I'expressio de milers de gens i comparar-los, s’ha determinat que les cél-lules de LLC-
B sén més semblants a les cél-lules B de memoaria que a les cél-lules B CD5" que no
han passat pel centre germinal (Alizadeth et al., 2000; Klein et al., 2001; Rosenwald et
al., 2001). L’any 2002 és van descriure els ratolins transgénics Ep-TCL1 que presenten
una expansié de limfocits CD5" i poden desenvolupar una leucémia semblant a la LLC-
B humana (Bichi et al., 2002)

4.1.2. Citogeneética i anormalitats oncogenétiques.

Qualsevol tipus de cancer, es caracteritza per una série d’alteracions citogenétiques o
mutacions al DNA, que soén el detonant que la cél-lula esdevingui tumoral. Al nostre
model d’estudi, s’han caracteritzat una série d’alteracions cromosémiques i mutacions,

que es presenten a la Taula-I3.

Alteracié Incidéncia Efecte
Delecions 13g14 ~50% Inactivacio d’'un possible gen supressor de tumors.
Trisomia del 12 ~35% Possible protooncogen.
Delecions 11922 ~20% Inactivacié d’un possible gen supressor de tumors.
Alteracions 17p ~5% Inactivacio de p53.
Translocacions 18921 ~1-4% Activacié de Bcl-2.

TAULA-I3. Alteracions citogenétiques més frequents en LLC-B (modificat de Reed, 1998; Stankovic et al., 1999).

41




INTRODUCCIO

Delecions 13g14: la proteina del Retinoblastoma (RB-1) es troba codificada en
un locus proper del lloc delecionat, tot i que no sembla ser el gen implicat en la
LLC-B (Bullrich et al., 1996). Els gens que es troben al lloc delecionat sén leu?2 i
leu5, que podrien ser possibles supressors tumorals (Kapanadze et al., 2000;
Migliazza et al., 2001).

Trisomia del 12: s’ha detectat en cél-lules mare hematopoiétiques CD34" a
pacients de LLC-B, el qué suggereix un defecte genétic a l'origen de les
cél-lules.

Delecions 11g22: és on es troben els gens atm (d’ataxia telangiectasia
mutada), radixina i ferrodoxina 1 (DOhner et al.,1997). A més, s’han descrit
mutacions d’atm a l'al-lel no delecionat i en casos familiars de LLC-B sense
delecio 11922 (Bullrich et al., 1999; Stankovic et al., 1999).

Mutacions del gen p53 (17q): el gen p53 és un gen supressor de tumors, i és el
gen més mutat dels diferents tipus de cancer. S’han detectat mutacions de p53
en el 10% de casos de LLC-B, i estan associades a la progressio de la malaltia,
la resistencia a la quimioterapia i a la transformacié de la LLC-B a limfoma difus
de céllules grans o sindrome de Richter (Fenaux et al., 1992; Newcomb,
1995).

Translocacions 18qg21: la translocacié t(14;18)(q32;921), que va ser descrita
per primer cop al limfoma folicular, provoca la deslocalitacié del gen bcl-2
posant-lo sota control de potenciadors presents als promotors de les
immunoglobulines (Tsujimoto et al., 1984a, 1984b). Tot i que la gran majoria
de pacients de LLC-B (70%) presenten nivells alts de la proteina Bcl-2, no
sembla que la causa d’aixd sigui la translocacié del gen, ja que és un procés
que es detecta en molt pocs casos (1-4%). Una hipotesi per explicar la
sobreexpressio de Bcl-2 a les cél-lules de LLC-B és la hipometilacio del locus
de Bcl-2 (Hanada et al.,1993).

Recentment s’ha descrit la preséncia d’'unes insercions de 6 o 18 nucleoétids al

promotor d’Mcl-1 en malalts de LLC-B (en un 30 %), i que no es trobarien presents

en

la poblacidé no leucémica. Aquestes insercions podrien estar associades a

increments dels nivells de missatger i proteina, a la resisténcia a la quimioterapia i

a un mal pronostic en la progressio de la malaltia (Moshynska et al., 2004).
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4.1.3. Classificacié dels estadis de la LLC-B i prondstic.

Dins del terme LLC-B s’engloben una série de pacients afectats per una mateixa
malaltia, perd amb una expressio clinica molt variable, que va des de formes indolents
d’evolucié molt lenta, fins a formes molt agressives d’evolucié rapida. Per tal de
diferenciar I'estadi de la malaltia en qué es troba cada malalt, s’han definit una série de
criteris clinics i de diagnostic, que permeten fer el pronostic del pacient i donar en cada
cas el tractament especific més adient. Actualment, els dos criteris utilitzats per
classificar els estadis de la LLC-B sén el de Rai (Rai et al, 1975) i Binet (Binet et al.,
1981).

S’han establert nous criteris per la determinacié del prondstic de la LLC-B,
independents i complementaris a la classificacid en estadis clinics. L’aveng més
important en la determinacié del prondstic de la LLC-B és la determinacié de I'estat
mutacional de les immunoglobulines (IgVy). Podem classificar els pacients de LLC-B
en dos subtipus, M i UM. El subtipus M (mutated, mutat) son pacients que tenen més
del 2% de la sequéncia de nucledtids diferent de les cél-lules germinals, i el subtipus
UM (unmutated, no mutat) sén pacients amb una diferéncia menor del 2%. Els
pacients UM tenen una supervivéncia de mitjana d’entre 8 i 9 anys, molt menor que els
pacients del grup M on la supervivéncia mitjana s’allarga fins als 24 anys. La
determinacio de I'estat mutacional de les IgVy no és aplicable a la clinica per la seva
complexitat i cost, per aixd s’han cercat marcadors que correlacionin amb I'estat
mutacional de les immunoglobulines. En un primer moment es va correlacionar el
marcador de membrana CD38 amb UM, perd actualment el marcador ZAP-70 és més
fiable. ZAP-70 (zeta-associated protein 70), és una tirosina-quinasa necessaria per la
transduccié del senyal del TCR, que normalment s’expressa en limfocits T. ZAP-70
s’expressa en quasi el 100% dels pacients de LLC-B del subtipus UM i només en el
10% dels casos M (Chen et al., 2002b; 2005a). El gran avantatge és que la seva

deteccid és senzilla mitjangant citometria de flux.

4.2. TRACTAMENT DE LA LLC-B.

Degut a que la LLC-B és una malaltia que afecta a una poblacié amb edat avangada i
té una progressio normalment lenta, se sol tractar d'una manera conservadora, amb

I'objectiu d’alentir la progressié de la malaltia i alleujar els simptomes.
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4.2.1. Tractament convencional.

El tractament se sol iniciar quan es dona alguna evidéncia del progrés de la malaltia,
com un increment de les masses limfatiques, pérdua progressiva dels nivells
d’hemoglobina o plaquetes, adenopatia severa, esplenomegalia, anémia i/o
trombocitopénia severes, augment en el recompte absolut de limfocits en sang (>150-
200 - 10° cél-lules/L) o recomptes inferiors acompanyats d’una alta taxa de duplicacio,
infiltraci6 medul-lar difusa o complicacions autoimmunes com la anémia hemolitica
Coomb positiva o la trombocitopénia immune (Cheson et al.,1996; Montserrat, 1997).
En alguns casos s’ha observat I'aparicio de malalties secundaries i de leucémies
agudes derivades del tractament, com la transformacié de la LLC-B en el sindrome de

Richter (limfoma difus), que pronostica un pitjor pronostic pels pacients.

Actualment, les opcions terapéutiques sén molt variades, i inclouen des del tractament
amb drogues antineoplasiques i anticossos monoclonals, fins al transplantament de
medul-la dssea. A la Taula-14 es resumeixen el principals farmacs utilitzats en la
terapia de la LLC-B.

Tipus farmac farmac

Glucocorticoids Prednisona

Agents alquilants Clorambucil, ciclofosfamida, melfalan

Analegs de purines Fludarabina, 2-clorodeoxiadenosina, desoxicoformicina
Inhibidors topoisomerasa Il Doxorrubicina, mitoxantrona

Anticosos monoclonals Rituximab, CAMPATH-1H

Inhibidor fus mitotic Vincristina

Terapia antisentit

Combinacions farmacs

COP Ciclofosfamida + Vincristina + Prednisona

CAP Ciclofosfamida + Doxorrubicina + Prednisona

CMP Ciclofosfamida + melfalan + Prednisona

CHOP Ciclofosfamida + Doxorrubicina + Vincristina + Prednisona
FCM Fludarabina + ciclofosfamida + mitoxantrona

Fludarabina + Rituximab

Fludarabina + CAMPATH-1H

Taula-14. Principals farmacs i combinacions de farmacs, utilitzats en la terapia de la LLC-B (de la Tesi Doctoral de Clara
Campas, 2004).
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La quimioterapia és la primera opcio terapéutica pels malalts de LLC-B. Durant les
dues darreres décades, el clorambucil, un agent alquilant, ha estat el tractament
d’eleccid, sol o combinat amb altres drogues. Actualment, els analegs de purina, com
la fludarabina i la 2-clorodeoxiadenosina, son els tractaments més habituals per la
malaltia. Es tracta de farmacs amb altes taxes d’efectivitat quan s’utilitzen com a
tractament de primera linia, perd en molts tumors apareixen resistencies. Els analegs
de purines i les seves combinacions assoleixen graus de resposta millors que el
clorambucil, pero aixd no es tradueix en una millora en la supervivéncia a llarg termini
(Kitada et al., 2002; Andritsos i Khoury, 2002).

Els analegs de nucleosids, afecten la integritat estructural del DNA, per incorporacié a
la cadena durant la replicacié o la reparacid, que és reconegut per diferents sensors
que fan que es produeixi una parada del cicle cel-lular i s’activin els mecanismes de
reparacio si el dany és reparable, o bé s’activin les vies que condueixen a I'apoptosi si
el dany és irreparable (Pettitt, 2003). A les cél-lules proliferants, la fludarabina
s'incorpora al DNA durant la replicacié i provoca la terminacid de la cadena. Pero
aquest efecte sembla menys evident en cél-lules quiescents, on s'ha demostrat que
pot incorporar-se també al RNA i aturar la transcripcido (Huang et al., 2000). Aixo
s'associa a la caiguda dels nivells de proteines antiapoptotiques de vida mitja curta,
com Mcl-1 i XIAP (Kitada et al.,1998), i a la induccié d'apoptosi. De forma directa o
indirecta, el farmac provoca un augment d'ATP, que podria estar augmentant |'activitat
de l'apoptosoma. A les cél-lules quiescents s'ha descrit també la incorporacio dels
analegs de purines al DNA durant el procés de reparacio, pel qué aquest fenomen té
especial importancia en la combinacié d'aquests farmacs amb agents alquilants, com
el clorambucil o la ciclofosfamida (Sampath et al., 2003).

Els anticossos monoclonals desenvolupats en els ultims anys, sén una nova opcio
terapéutica, que a diferéencia dels farmacs convencionals, permet una major
especificitat i selectivitat per les cél-lules tumorals, ja que normalment van dirigits
contra marcadors de membrana especifics de les cél-lules tumorals. Alguns exemples
d’anticossos monoclonals utilitzats en la terapia de la LLC-B sén el Rituximab i el
Campath-1, dirigits cap els marcadors de membrana CD20 i CD52 respectivament
(Byrd et al., 2002; 2003; Rai i Halleck, 2002).

4.2.2. Problemes de la terapia actual i nous tractaments.

Un dels principals efectes adversos de la terapia convencional és la immunosupressi6 i
I'aparici6 de resisténcies al tractament. Actualment, els investigadors focalitzen els

esforgcos en la recerca de nous agents quimioterapéutics que siguin més selectius per
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dianes moleculars concretes, i superin la limitada eficacia i els efectes paral-lels no
desitjats de la terapia convencional. Estratégies prometedores per minimitzar la mort
cel-lular s’han centrat en els inhibidors de les caspases, mentre que les estratégies per
incrementar la mort cel-lular s’han dirigit cap a les families de Bcl-2 i de les |APs, i en
activar les vies dels receptors de la mort. Les IAPs son ara per ara unes dianes
terapéutiques molt prometedores en les “dues cares de la moneda”. Quan sén
sobreexpressades, les cél-lules esdevenen resistents als estimuls apoptotics (per
exemple en el tractament de malalties neurodegeneratives), i quan sén inhibides, les
cél-lules es sensibilitzen a la mort (com per exemple a la terapia contra el cancer). Els
nous tractaments per la LLC-B es basen en el disseny de molécules dirigides contra
dianes especifiques, com la inhibicid de les vies de PI3K/Akt i PKC, inhibicié de
fosfodiesterases, inhibicié de les proteines antiapoptotiques de la familia de Bcl-2,
inhibicié de FILP, la sintesi de nous retinoids i el disseny d’anticossos monoclonals
contra CD23, CD22 i CD25 (Johnson et al., 2003; Kipps, 2003; Mavromatis i Cheson,
2004).

També s’actua sobre les proteines implicades en I'apoptosi mitjangant la terapia
antisentit, o la immunoterapia, basada en 'estimulacié de la resposta immunitaria a les
cél-lules tumorals mitjangant vacunes, o en la utilitzacié de cél-lules T activades
(Keating et al., 2003). La manera més efica¢ d’eliminar la funcié dels membres de Bcl-
2 és mitjangant la sintesi de petites molécules sintétiques que mimetitzin la interaccio
del domini BH3 dels BH3-only amb els membres antiapoptotics. Moltes de les cél-lules
tumorals han acumulat multiples defectes en reguladors clau del cicle cel-lular, com
p53, pel que no es poden induir ni Noxa ni Puma. Amb aquests mimétics del domini
BH3, es pot sobrepassar la regulacié de p53 sobre aquests gens, possibilitant la
inhibicié dels membres antiapoptotics (Cory et al., 2003; Chen et al., 2005b) (Figura-
[13). S’ha demostrat que la deplecié dels nivells d’'Mcl-1 és suficient per promoure
I'apoptosi en certs models cel-lulars, pel que és una bona diana per a noves terapies
antitumorals mitjancant aquesta estratégia d’inhibicié. S’ha descrit que la resisténcia al
tractament amb glucocorticoids en els pacients amb leucémia limfoblastica aguda, és
deguda a que no sb6n capacos d’induir BIM, sense estar alterada la quantitat de
receptor de glucocorticoids o la capacitat d’'unié del lligand al receptor (Bachman et al.,
2004). Per tant, el disseny de petites molécules sintétiques que mimetitzin I'accio de
BIM s6n agents terapéutics molt prometedors.

El transplantament de cél-lules precursores és una alternativa a la quimioterapia,

especialment en els pacients de menys de 65 anys que han respost a fludarabina i/o
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Rituximab (Polliack, 2003), tot i que la quimioterapia segueix sent el tractament

majoritari per a la LLC-B.

cél-lula normal cél-lula tumoral

senyal genotdxic
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FIGURA-I13. Potencial terapeutic dels mimetics del domini BH3. A una cél-lula normal els senyals genotoxics fan
activar Noxa i Puma que poden bloquejar els membres antiapoptotics, disparant el procés de mort. Les cel-lules
tumorals amb p53 mutat no poden activar aquests gens, pel que esdevenen resistents als senyals de mort, ja que
tenen Bcl-2 funcional. Els mimetics del domini BH3 es poden unir a la butxaca de Bcl-2 inhibint-lo, de la mateixa
manera que ho fan els membres proapoptotics, disparant el procés d’apoptosi (Modificat de Cory et al., 2003).

4.3. PRINCIPALS VIES DE TRANSDUCCIO DE SENYALS IMPLICADES EN LA
REGULACIO DE L’APOPTOSI | SUPERVIVENCIA DE LA LLC-B.

Tota cél-lula, ha de prendre un seguit de decisions al llarg de la seva existéncia per tal
de determinar el seu desti o respondre a diferents senyals extracel-lulars, de
diferenciacio, proliferacié, quiescéncia o mort. Els factors externs que rep una cél-lula
sén interpretats i integrats, i faran desencadenar l'activacié d’'una complexa xarxa de
vies de transduccié de senyals, on participaran un gran nombre de proteines de
manera sequencial i especifica de cada senyal, que portaran a activar la transcripcio
de nous gens, que faran que la cél-lula doni una resposta determinada per cada
senyal. L’'estudi de la xarxa de vies de transduccié de senyals involucrades en la
supervivéncia de les cellules de LLC-B, és de vital importancia per la terapia de la
malaltia, i perqué es puguin desenvolupar nous farmacs més efectius (Barragan et al.,
2003). S’han implicat diferents factors de supervivéncia en la prevencié de I'apoptosi
dels limfocits de LLC-B ex vivo, entre els quée destaquen la interleucina-4 (IL-4),
linterferé-y (IFN-y), la IL-2, la IL-6, la IL-8, la IL-13, el factor de necrosis tumoral alpha
(TNF-a) i el factor SDF-1 (de stromal cell-derived factor-1). Les principals vies de
transduccié de senyals implicades en la regulacié de la supervivéncia i I'apoptosi de la
LLC-B sén:
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4.3.1. Via de la PKC.

La familia d’isoenzims coneguda col-lectivament com a proteina quinasa-C (PKC, de
Protein Kinase C) s’agrupa en 3 subclasses: classiques, noves i atipiques (Mellor i
Parker, 1998). Sén proteines amb activitat serina/treonina-quinasa. Els ésters de forbol
(com el TPA) i les briostatines son activadors selectius de les PKCs classiques i noves,
que produeixen un descens en el numero de ceél-lules apoptoétiques, tant en I'apoptosi
espontania de les cél-lules de LLC-B com en la induida amb drogues (McConkey et al.,
1991; Forbes et al., 1992; Robertson et al., 1993; Bellosillo et al., 1997; Kitada et al.,
1999). La inhibicié de la PKC amb diferents inhibidors, com el Bisl (bisindolylmaleimide
1), indueix apoptosi a les cel-lules de LLC-B, indicant que hi ha sempre una activitat
basal d’aquesta via en les célllules LLC-B, i és fonamental per a la supervivéncia

d’aquestes (Barragan et al., 2002).

4.3.2. Via de la PI3K/Akt.

Les céllules de LLC-B tenen constitutivament activada la via de la PI3K (de
phosphatidylinositol 3-kinase). Els inhibidors selectius de la PI3K, LY294002 i
wortmanina, indueixen apoptosi en les cél-lules de LLC-B. Aquesta via juga un paper
molt important en la supervivéncia induida per IL-4 (Barragan et al., 2002), suggerint
que altres citocines que inhibeixen I'apoptosi a les cél-lules de LLC-B podrien estar
induint I'activacio de PI3K, tal com s’ha descrit per altres tipus cel-lulars (Ahmed et al.,
1997; Ozes et al., 1999; Wright et al., 1999). A més, la inhibicié de la PI3K incrementa
la sensibilitat ex vivo de les LLC-B als tractaments amb fludarabina, glucocorticoids,
clorambucil, irradiacio-y i I'apoptosi mediada per FAS (Barragan et al., 2002;
Wickremasinghe et al., 2001).

La PI3K provoca I'activacio de diferents vies de transduccié del senyal, com pot ser la
via de p70%% (de p70 S6-kinase). El tractament amb rapamicina, un inhibidor especific
de p70°, no té cap efecte ni en la supervivéncia de les LLC-B ni en I'activitat
antiapoptotica del TPA i IL-4, descartant la implicacio d’aquesta via en aquests efectes
(Ringshausen et al, 2002; Barragan et al., 2002).

La proteina serina/treonina quinasa Akt/PKB és un dels mediadors de la via PI3K
(Datta et al., 1999; Brazil i Hemmings, 2001). Les ceélllules de LLC-B fresques
presenten activitat Akt constitutiva. La IL-4 indueix la fosforilacié d’Akt depenent de
PI3K i la supervivéncia de les cél-lules (Barragan et al., 2002), el que suggereix un
mecanisme d’inhibicié d’apoptosi depenent de PI3K. La quinasa Akt és capac¢ de

fosforilar i inactivar multiples proteines implicades en el control de I'apoptosi, com Bad
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(Datta et al., 1997; Zha et al., 1996; del Peso et al., 1997), caspasa-9 (Cardone et al.,
1998) i factors de transcripcioé de la familia Forkhead (Brunet et al.,1999), tot i que no
esta analitzat en el nostre model. Les cél-lules d’alguns pacients no presenten formes
d’Akt fosforilades constitutivament, tot i que segueixen sent sensibles a la inhibicié de
PI3K per LY294002 (Barragan et al., 2002).

4.3.3. Via de la MAPK.

Les MAPKs, proteines quinasa activades per mitogen, han estat implicades en la
regulacié de I'apoptosi per diferents estimuls en diferents models. La familia de MAPK
inclou les vies d'ERK1/2, p38-MAPK i JNK, les quals son fosforilades i activades per
MAPKKs especifiques que estan per sobre delles (Franklin i McCubrey, 2000;
O’Gorman i Cotter, 2001).

L’activacio de la via PKC i el factor de supervivencia SDF-1, perd no la IL-4, indueixen
la fosforilacié I’ERK1/2, que és indetectable en les cél-lules de LLC-B no estimulades.
No obstant, la inhibicié de la ERK1/2 ni afecta la viabilitat de les LLC-B ni bloqueja
I'efecte antiapoptodtic del TPA (Barragan et al., 2002; Burger et al., 2000). Aixo indica
que aquesta via no participa en I'efecte antiapoptotic del TPA ila IL-4 en les LLC-B, tot
i que no es pot excloure que participi en la supervivéncia induida per altres factors.

La p38-MAPK esta constitutivament activada en les LLC-B (Kawauchi et al., 2002) i se
I'ha implicat en l'apoptosi induida per Rituximab i la vitamina-D3 (Pedersen et al.,
2002; Pepper, et al., 2003). La JNK no esta constitutivament activada en les LLC-B
(Kawauchi et al., 2002). Aquesta via ha estat poc analitzada pel fet que fins ara no hi
havia bons inhibidors. La inhibicié d’aquestes vies no afecta I'apoptosi induida per

acadesina (Campas et al., 2003).

4.3.4. Via de JAK/STAT.

Les proteines STAT (de signal transducer and activator of transcription), que soén
fosforilades per la familia de quinases Jak i altres tirosines quinases, juguen un paper
clau en la resposta de les cél-lules hematopoiétiques a la majoria de citocines (Ward et
al. 2000; Darnell, 1997). Les citocines indueixen l'activacié de les proteines STAT, que
regulen I'expressiéo de gens involucrats en la supervivéncia cel-lular (Battle i Frank,
2002). Les cél-lules de LLC-B tot i que presenten fosforilacid constitutiva dels STAT1 i
STATS3, no tenen activitat STAT constitutiva (Frank et al., 1997).
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4.3.5. La via de NF-«xB.

La quinasa IkB (IKK) activa el factor de transcripcié NF-xB (de Nuclear factor-kappa B)
per fosforilacio del seu inhibidor IkBa (karin i Lin, 2002). Les cél-lules de LLC-B tenen
nivells alts d’activitat NF-xB, en canvi I'activitat de IKK no esta augmentada en els
limfocits de LLC-B si es comparen amb els limfocits CD19+ normals (Munzert et al.,
2002). La lligaci6 de CD40 i la seva combinacié a activaci6 de BCR augmenta
I'activitat NF-xB i prolonga la supervivéncia ex vivo de les LLC-B (Furman et al., 2000,
Bernal et al., 2001). NF-xB regula I'expressié de proteines antiapoptotiques, com Bcl-
X_, FLIP i diferents membres de la familia de les IAPs (Karin i Lin, 2002). L’activacio de
NF-xB podria explicar I'efecte de la lligacié de CD40 en I'expressio de Bcl-X_ i FLIP a
les cél-lules de LLC-B (Kitada et al. 1999).

4.3.6. La via de p53/ATM.

La proteina p53, que és la proteina més frequientment alterada en cancers humans, té
com a funcio evitar el creixement descontrolat de la cél-lula en resposta a diferents
agressions, com dany al DNA, deprivacié de metabdlits, dany fisic a la cél-lula i estrés.
Quan s’indueix p53, aquesta pot inhibir la proliferacio cel-lular segrestant la cél-lula en
la fase G1 del cicle, mediada per la induccié de l'inhibidor de quinases dependents de

ciclina, p21Wartc?

, 0 bé induir I'apoptosi per eliminar la cél-lula malmesa. Aquesta via
esta alterada en un percentatge important dels casos de LLC-B, aproximadament un
15%, amb diferéncies entre pacients no tractats (7%) i pacients pretractats o refractaris
al tractament (50%). Les alteracions de p53 estan associades a estadis avangats de la
malaltia, excés de prolimfocits, major incidéncia de transformacié a sindrome de
Richter i baixa resposta al tractament amb analegs de purina i agents alquilants
(Oscier et al., 2002; Thornton et al., 2004).

L'estabilitat i I'activitat transactivadora de p53 estan regulades per una complexa xarxa
de transducci6 de senyals on juguen un paper important diferents quinases com ATM,
ATR o DNA-PK. D’entre els mecanismes de regulacio hi destaca la fosforilacié per la
quinasa ATM (Vousden i Lu, 2002). El gen ATM codifica per una serina/treonina
quinasa que participa en multiples rutes bioquimiques que lliguen el dany al DNA amb
les multiples respostes cel-lulars, com la regulacié del cicle cel-lular, mecanismes de
reparacio o I'apoptosi (Durocher i Jackson, 2001). S’han trobat mutacions i deleccions
del gen ATM en pacients de LLC-B i aquestes alteracions estan associades a una
disfuncio de p53 (Stankovic et al.,1999; Bullrich et al.,1999; Schaffner et al.;1999;
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Pettitt et al, 2001). A més, ATM ha estat I'inica proteina quinasa que s’ha trobat
mutada en la LLC-B. Altres mecanismes implicats en el control de p53 son la
ubiquitinitzacié i degradacio catalitzada per Mdm-2 i Pirh2. En condicions normals, els
nivells de p53 a la cél-lula s6n baixos ja que s’uneix a la proteina Mdm-2, que indueix
la seva degradacié pel proteosoma. El dany al DNA i altres senyals d’estrés indueixen
la fosforilacié tant de p53 com de Mdm-2, impedint la seva unid, pel que s’estabilitza i
activa p53. La proteina Mdm-2, s’expressa en alts nivells en molts casos de LLC-B,
perd no s’ha analitzat la seva regulacié en aquestes cél-lules.

Els mecanismes pels quals p53 promou l'apoptosi impliquen I'activacid de gens
especifics, per mecanismes dependents i independents de transcripcid. Aixi, p53 pot
induir apoptosi per activacio transcripcional de gens proapoptotics com noxa, puma,
bax, p53AIP i apaf-1, i per repressio transcripcional de bcl-2 i algunes IAPs (Johnstone
et al., 2002). Recentment s'ha descrit que Puma és necessari per I'apoptosi induida
per p53 (Jeffers et al., 2003). S’ha demostrat que en resposta a danys al DNA, p53
transloca al mitocondri on s'uneix a Bcl-X, i Bcl-2 provocant la permeabilitzacié de la
membrana mitocondrial i la sortida del citocrom-c (Mihara et al., 2003). A més, p53 pot
actuar al citosol induint apoptosi per activacié de Bax de forma independent de
transcripcié (Marchenko et al., 2000; Chipuk et al., 2004). Per unié directa a Bak, p53
blogueja la interacci6é d'aquesta proteina proapoptotica amb Mcl-1, i Bak s'activa (Leu
et al., 2004). La quinasa ATR no s’expressa en les cél-lules de LLC-B ni en els
limfocits quiescents en general, pel que el dany al DNA induit per radiacio ultravioleta
no causa l'activacio de p53 i no es repara de forma completa en les cél-lules de LLC-B
(Jones et al., 2004) (Figura-114).
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Figura-114. Esquema de les principals vies relacionades amb p53. A I'esquema es mostren les principals vies i quinases
connectades amb p53 en l'apoptosi i la parada de cicle. En vermell s'indiquen les proteines amb alteracions descrites
en LLC-B: ATM, p53 i Bcl-2 (de la Tesi Doctoral de Clara Campas, 2004).

4.3.7. Quinases requlades per nucleotids.

L'activaci6 de la PKA (de cAMP-dependent protein kinase) en cél-lules
hematopoietiques té tant efectes proapoptotics com antiapoptotics (Franklin i
McCubrey, 2000). Alguns agents que augmenten els nivells dAMPc, com ara els
inhibidors de la PDE (de phosphodiesterase), indueixen apoptosi en les LLC-B (Lerner
et al, 2000), que han de ser en part independents de 'acumulacié d’AMPc ja que no hi
ha correlacio entre els nivells AMPc i la induccié d’apoptosi en aquestes cél-lules
(Mentz et al., 1999; Sarfati et al., 2003). Els inhibidors de la PDE també provoquen
lacumulacié de GMPc, que activa la PKG (de cGMP-dependent protein kinase).
Alguns analegs del sulindac s’ha vist que indueixen apoptosi en cél-lules primaries de
LLC-B i en la linia WSU-CLL, derivada de LLC-B (Moon et al.,2002).

Al nostre grup, s’esta estudiant I'efecte apoptotic de I'acadesina (Aicar), un intermediari
de la biosintesis de nucleotids de purina. En les cél-lules de LLC-B, I'acadesina indueix
apoptosi a les cel-lules B, perd no indueix apoptosi a les celules T. Tot i que encara no
coneixem el mecanisme exacte d’induccié d’apoptosi per acadesina, alguna quinasa

regulada per ZMP hi podria estar implicada (Campas et al., 2003).
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4.3.8. Quinases depenents de ciclines (Cdks).

Les Cdks (de Cyclin-dependent kinases) son proteines quinases implicades en la
regulacio del cicle cel-lular i 'apoptosi. Tot i que les cél-lules de LLC-B sén quiescents,
les Cdks podrien intervenir en la regulacié de l'apoptosi en aquestes cél-lules. El
Flavopiridol és una flavona sintética, que inhibeix algunes Cdks i indueix apoptosi a les
cél-lules de LLC-B de manera independent de p53 (Parker et al, 1998; Byrd et al.,
1998) i disminueix els nivells d’algunes proteines antiapoptotiques com, Mcl-1, XIAP,
BAG-1 i Bcl-2 (Kitada et al., 2000; Pepper et al., 2001). El Flavopiridol ha estat el
primer modulador de Cdks testat en assajos clinics, i s’esta investigant pel tractament
de la LLC-B (Senderowicz et al., 2001).
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FIGURA-I15. Xarxa de transduccié de senyals en la LLC-B. Es resumeixen les diferents vies de transducci6 de senyals
i les principals proteines quinases implicades en el control de I'apoptosi i la supervivencia de les cél-lules de LLC-B. En
color verd es mostren les proteines activades constitutivament (PI3K, PKC i NF«kB), en color blau es mostren les vies
que indueixen I'expressié de proteines antiapoptotiques, i en vermell les vies inductores d’apoptosi. Les linies
discontinues indiquen les vies que estan poc demostrades (adaptat de Barragan et al., 2003).
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Les vies de la PKC i de la PI3K sén molt importants per la supervivéncia de les
céllules de LLC-B (Barragan et al., 2002). Les vies de supervivéncia afecten a
proteines involucrades en el control de I'apoptosi, alterant la seva expressio o la seva
funcio. Per exemple, les activitats PKC i PI3K poden controlar I'expressié de factors de
transcripcié com NF«kB (Ozes et al, 1999), i I'activacié d’aquests pot induir I'expressio
de gens antiapoptotics en les cél-lules de LLC-B (Kitada et al., 1999; Furman et al.,
2000). Dels estudis que el nostre grup ha dut a terme per esbrinar quines sén les vies
implicades en la supervivéncia i I'apoptosi de les cél-lules de LLC-B, i basant-nos
també en les dades bibliografiques, es planteja una hipotesi de com deuen ser
aquestes. En aquesta hipotesi, I'activitat constitutiva de les vies PI3K i PKC en les
cél-lules de LLC-B, mantenen 'expressio i activacié de proteines antiapoptotiques com
Mcl-1 i XIAP, que afavoririen la supervivéncia. L’activacié d’aquestes vies per factors
de supervivéncia pot incrementar I'expressié d’aquestes proteines antiapoptotiques,
protegint aixi a les cél-lules de I'apoptosi espontania i de la induida per diferents
agents quimioterapéutics. D’altra banda, la inhibici6 de les vies PKC i PI3K incrementa
I'apoptosi induida per agents quimioterapeutics, el que fa pensar que es podrien donar
les drogues quimioterapéutiques combinades amb els inhibidors de PKC o PI3K, per
fer més eficac la terapia. Aquests estudis obren noves esperances pel disseny de
farmacs que tinguin com a dianes algun punt de les vies que indueixen supervivéncia a

les cél-lules de LLC-B (Tesi Docotral Montserrat Barragan)(Figura-115).
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