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Discussio

El DNA i els enzims del metabolisme del DNA son els elements potencialment
reconegut per molts agents antitumorals, tals com la Daunorubicina i la Criptolepina. El
coneixement detallat dels mecanismes d’acci6 dels agents terapeutics €s un prerequisit
per desenvolupar terapies antitumorals més selectives i efectives. En el present treball
s’han analitzat els efectes d'aquests dos farmacs intercalants al DNA en el llevat
Saccharomyces cerevisiae.

Ambdos farmacs avaluats s’uneixen al DNA en regions riques en C/G, encara
que cadascun d'ells té especificitat per a una seqiieéncia diferent. L’ activitat antitumoral
de la Daunorubicina depén de la uni6 al DNA, mitjancant la intercalacid preferentment
en la seqiiencia 5’(A/T)CG3’ (Chaires et al., 1990). Aquesta especificitat de seqiiéncia
permet que el farmac interfereixi amb aquells factors de transcripcid que la seqtiencia de
reconeixement en els promotors coincideix parcialment amb la del farmac (Marin et al.,
2002; Portugal et al., 2001).

La Criptolepina és un farmac amb aplicacions recents en la terapia contra el
cancer (Dassonneville et al., 2000; Seville et al., 2007; Zhu and Gooderham, 2006) i en
el camp dels antimalarics (Wright et al., 2001). La propietat més rellevant de la
Criptolepina és que és 1"inica moleécula coneguda fins al moment que s'intercala al DNA
en regions CC/GG no alternants (Lisgarten et al., 2002a).

Regions riques en G/C sén presents al llarg del genoma huma i del llevat.
Promotors de gens humans com ara oncogens, supressors de tumors, factors de
regulacio del cicle cel‘lular, i gens constitutius, fins i tot, per alguns gens de mamifer
s'ha identificat la preséncia de seqiiencies riques en CG (entre 6-7 nucleotids) amb una
distribuci6 no aleatoria (Mansilla and Portugal, 2002). Altres regions son els telomers,
estructures de nucleoproteines encarregades de protegir les parts cromosomiques
terminals dels processos com la reparacié del DNA o la degradacié. A més, els telomers
1 algunes regions subtelomeriques, principalment consisteixen en repeticions en tandem
de seqiiencies riques en guanines, la seqiiéncia descrita tant pels d'humans com els de
llevat esta composta basicament d'una seqiiencia repetida, TTAGGG en humans, 1 TGq;.-
3) pel S.cerevisiae (Flint et al., 1997). Es coneix l'existencia de factors de transcripcio
especifics de les repeticions telomeriques aixi com proteines que s'uneixen en aquestes
regions, les quals s'encarreguen de conservar l'estructura d'heterocromatina i protegir la
cadena senzilla terminal (Blasco, 2007).

En ambdos casos, la intercalacio dels farmacs en I'acid nucleic podria

desencadenar una alteracié del transcriptoma, entre altres efectes. El desenvolupament
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de molécules de baix pes molecular amb capacitat d'interferir amb 1'expressio de gens
especifics, pot ajudar a la millora de les terapies actuals per a combatre malalties
humanes (Gottesfeld et al., 2000; Priebe et al., 2001), ja que podrien estar bloquejant
vies metaboliques especifiques necessaries per al creixement cel-lular. Tanmateix el
coneixement del mecanisme d'accié dels antitumorals actualment usats en clinica,
beneficiaria el disseny de nous agents terapeutics.

En aquesta tesi s'ha avaluat els efectes cel-lulars dels dues molécules amb
activitat farmacologica, Daunorubicina i Criptolepina, des de dues perspectives:

» analitzant l'efecte citotoxic en el creixement cel-lular, estrés general, dany al
DNA, 1 valorant la permeabilitat de la membrana plasmatica als farmacs, per
altra banda,

* analitzant la resposta transcripcional a diferents dosis de farmac i temps de

tractament.

Efecte de la integritat de la membrana plasmatica en la citotoxicitat de la
Daunorubicina i la Criptolepina

Les soques de llevat de laboratori estandards resulten insensibles a la
Daunorubicina a concentracions inferiors a 100uM (Fig. R1), el que esta d'acord amb
dades publicades per a la citotoxicitat de diversos farmacs en el llevat (Kule et al.,
1994). La soca Aderg6, es caracteritza per una elevada alteracié important de la
composicié de la membrana cel-lular (Sharma, 2006), és la més sensible a la
Daunorubicina a concentracions baixes. Al voltant de 4uM s'observa una disminucid
dels creixement, en contraposicié6 amb la soca salvatge o amb la membrana alterada
(soca amb el gen ISE2 alterat) (Fig. R1). L'acumulacié intracel-lular de la
Daunorubicina assoleix nivells gairebé del doble en les cel-lules derg6 envers la soca
salvatge o les cellules ISE2, fet que indica una correlacid entre la capacitat del farmac
d’entrar en la cel-lula depenent de la permeabilitat de la membrana, i els efecte cel-lulars
(Fig. R3). El nivell basal detectat en les soques amb la membrana cel-lular integra
podria ser suficient per desencadenar una resposta citotoxica lleu en les condicions més
desfavorables. Aquestes dades suggereixen que el principal factor que protegeix la
cel-lula del llevat als intercalants del DNA és l'exclusio per part de la membrana

cel-lular. Recolzant aquesta conclusid, s'ha observat previament (Marin et al., 2002) que
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la capacitat d'expulsi6 del farmac de la cel-lula realitzada pel sistema de multiresisténcia
als farmacs o PDR, no influeix en la citotoxicitat de la Daunorubicina al llevat.

El tractament amb Criptolepina en la soca salvatge té efectes antiproliferatius,
sobretot amb les dosis més elevades del rang testat. En soques amb la membrana
alterada (tant derg6 com ISE2) la sensibilitat al farmac incrementa (Fig. R1). En
cel'lules amb la membrana alterada (soca JN362A), el tractament amb Criptolepina
inhibeix el creixement en un 50% quan s'assoleix una concentracié del doble que per a
les cel-lules Aerg6. En ambdues soques, l'efecte citotoxic pot arribar a ser letal a
l'augmentar la concentracié de farmac. Per tant, la integritat de la membrana confereix
resisténcia a la Criptolepina, al disminuir l'efecte citotoxic. Estudis en altres
microorganismes han establert una relacié entre la membrana o paret cel-lular i l'efecte
citotoxic del farmac. Per exemple, en bacteris grampositius s’ha detectat una activitat
major del farmac que en els bacteris gramnegatius. La microscopia electronica mostra
que la susceptibilitat de Staphylococcus aureus a la Criptolepina ve provocada per la
lisis cel-lular desencadenada per el farmac (Sawer et al., 2005).

La soca JN394, ISE2 i amb el RAD52 mutat (gen implicat en la recombinacid
homologa) és el doble de sensible respecte la isogénica JN362a (Taula R1). Aquest fet,
indica que el mecanisme d’accid de la Criptolepina pot estar relacionat amb el procés de
reparacio del dany al DNA per recombinacié homologa, mecanisme no implicat en la
resisténcia a la Daunorubicina de cél-lules creixent en glucosa (Taula R1). Diversos
estudis han demostrat la forta interferéncia del farmac amb I’enzim topoisomerasa II,
provocada per una estabilitzaci6 del complex enzim-DNA, fet que promou talls al DNA
(Bonjean et al., 1998; Dassonneville et al., 1999).

En resum, tant per la Daunorubicina com per la Criptolepina, la membrana
plasmatica confereix la primera resistencia cel-lular. Al contrari que per la
Daunorubicina, la resisténcia a la citotoxicitat de la Criptolepina en el llevat implica una

major participacid del mecanisme de reparacié del dany al DNA.

Efecte inhibitori de l1a Daunorubicina en el metabolisme de la galactosa

L’efecte antiproliferatiu de la Daunorubicina esta relacionat amb el metabolisme
de la galactosa (Fig. R2). La citotoxicitat es triplica en la soca permeable i es duplica
per a la que presenta la membrana modificada quan aquestes cel-lules utilitzen la

galactosa com a font de carboni en comptes de la glucosa (Taula R1). Aquest augment
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de la sensibilitat en galactosa s’estudia a nivell transcripcional per a les cél-lules dergé.
Assajos in vitro han demostrat la capacitat discriminatoria de la Daunorubicina,
d’interferir amb aquells factors de transcripcid que presenten un solapament de la
seqiiencia diana descrita pel farmac, amb les regions activadores del promotor
(Upstream Activator Sequence o UAS), més concretament, amb la seqiiéncia consens
d'unié al DNA del factor de transcripcié (Marin et al., 2002). Per demostrar 1'efecte del
farmac en un sistema in vivo, es va realitzar a partir d'un experiment dissenyat en el que
s'assegurava la induccio de l'expressio 1 la traduccid del factor Galdp, el qual és
l'activador transcripcional dels gens GAL (Lohr et al., 1995). Concentracions baixes
(3uM) de Daunorubicina redueixen els nivells transcripcionals dels gens GALI, GAL3 i
GAL7, els quals requereixen per activar-se de la uni6 de Galdp als llocs UASgal
presents en els seus promotors (Fig. R4) (Johnston and Carlson, 1992). L'efecte de la
Daunorubicina sobre el genoma varia segons el grau d'induccié produit per la proteina
reguladora, ja que no tots els gens GAL responen amb el mateix ordre de magnitud
d'activacié en preséncia de galactosa. L'efecte del farmac en l'expressié de GAL3 és
menor, ja que pot ser degut a la baixa induccid d’aquest gen (quatre vegades) si es
compara amb la forta induccié de GALI o GAL7 (un miler de vegades) en preséncia de
Gal4p actiu (Fig. R4) (Johnston and Carlson, 1992).

Les soques de llevat analitzades tractades amb Criptolepina incrementen la
sensibilitat al farmac quan utilitzen la galactosa com a font de carboni, excepte per la
soca permeable. En galactosa, la soca ISE2 augmenta la sensibilitat 1 t€¢ un perfil de
creixement equiparable a la Aderg6. El fet de créixer en galactosa suggereix que la
membrana plasmatica incrementa la permeabilitat a la Criptolepina i les dues soques es
comporten igual en preseéncia del farmac, disminuint la resisténcia aportada per la
membrana (Taula R1). La soca JN394, amb la membrana alterada, a més de mutant pel
mecanisme de reparacid del dany al DNA, presenta el perfil més sensible al farmac
(Taula R1). Aquest fet enllaca amb observacions prévies, en les quals la Criptolepina
produiria lesions a 'acid nucleic (Ansah et al., 2005).

A diferéncia de la Daunorubicina, I’efecte de la Criptolepina en el metabolisme
de la galactosa no sembla a priori un efecte especific sobre la regulacié a nivell
genomic, ja que els nivells transcripcionals dels gens GAL3, GAL 7 i GALIO es
mantenen en presencia de I’activador Gal4p en preséncia del farmac (Fig. R4), no

obstant, la sensibilitat al farmac si que augmenta. Donat que 1'us de la galactosa com a
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font de carboni desencadena en el llevat canvis fenotipics (Palecek et al., 2002), canvis
relacionats amb el mecanisme de reparacid per excisid de nucledtids o NER (Bucheli et
al., 2001), canvis en el transcriptoma, en gens reguladors del cicle cel-lular i implicats
en l'estructura de la paret cel-lular, entre altres (Gasch et al., 2000; Lai et al., 2005), es
suggereix la possibilitat que la galactosa estigui afavorint la permeabilitat al farmac
Criptolepina.

Per tant, la Daunorubicina com a farmac intercalant altera el creixement, no
nom¢s per la formacid de lesions al DNA (lleugera activitat com s’ha vist anteriorment),
sind interferint i prevenint la uni6d dels factors de transcripcio essencials al DNA, a
causa d’una competicié per la unié al DNA, sempre que la seqiiencia d’unid afi
coincideixi, entre altres efectes. Un mecanisme que es proposa per la inhibicié de la
transcripcio dirigida pel Gal4p en presencia de la Daunorubicina, és la competicid per
part del farmac i del Galdp per als dos llocs CpG en la UASgal (Liang et al., 1996;
Marin et al., 2002), ja que la uni6 del farmac a la regié promotora podria disminuir
l'afinitat del factor de transcripcid per la seqiiencia solapant, degut als canvis
estructurals de I'acid nucleic els quals dificultarien la uni6 Gal4p-DNA. Un mecanisme
semblant s’ha proposat en cel-lules humanes en la inhibici6 de la transcripcio depenent
del Spl en presencia d’antraciclines i bisantraciclines in vivo 1 in vitro (Martin et al.,
1999; Villamarin et al., 2002), i per a la inhibicidé de la diferenciacié miogenica en
cultius cel-lulars per altres farmacs (Taylor et al., 1997).

El descobriment del fet que la Daunorubicina pot discriminar entre UASs a
I’hora d’inhibir I’expressid dels gens transcrits per la RNA polimerasa II és prou
rellevant, ja que reconeix regions de DNA de només 3 parells de bases de longitud.
També s’ha descrit in vivo, en que¢ algunes molecules presenten capacitat
discriminatoria de seqiiencia, del DNA equiparable a la de la Daunorubicina, les
poliamines Py-Im, s’uneixen a seqii¢ncies de 6 parells de bases adjacents a la caixa
TATA 1 inhibeix l'expressid de gens regulats per la RNA polimerasa III (Gottesfeld et
al., 1997), 1 la bisantraciclina WP631 (Mansilla et al., 2004).

Alteracio del transcriptoma del llevat en resposta a la Daunorubicina i la
Criptolepina

Saccharomyces cerevisiae respon als canvis ambientals amb un programa
concret d'expressid genica, alterant milers de gens per a cada condici6 (Gasch et al.,

2001; Gasch et al., 2000; Hughes et al., 2000; Savoie et al., 2003). Tanmateix, hem
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pogut definir una resposta transcripcional propia als agents intercalants Daunorubicina i
Criptolepina (Resultats). Els canvis en el transcriptoma poden ser conseqiiencia d'una
combinacid dels 3 nivells d'accié potencials dels agents intercalants: el primer nivell
d'interaccid és la doble heélix de DNA, donada la naturalesa d'intercalant al DNA. El
segon nivell d'interaccid és la disrupcio del complex format proteina-DNA, o d'altres
interaccions de 1'acid nucleic (com estructures secundaries de DNA), que resulten de la
unid farmac-DNA. Les proteines incloses en aquest punt susceptibles de l'accid dels
farmacs, poden ser des de factors de transcripcid, com s'ha descrit per la Daunorubicina
(Marin et al., 2002), la topoisomerasa II, proteines associades a la cromatina, proteines
implicades en la replicacid, recombinacié i reparacid. Un altre efecte podria venir de
l'estabilitzacié d'estructures transitories. El darrer nivell d'accié d'aquests farmacs
intercalants podria ser l'efecte cel-lular pleiotropic, com per exemple I'alteracid
d'estructures lipidiques.

Per tal d'avaluar la resposta transcripcional i els mecanismes d'acciéo de cada
farmac, s'ha utilitzat la tecnologia dels microarrays de DNA, els quals contenien el
genoma complert del S.cerevisiae. A partir del perfil transcripcional contrastat amb una
técnica quantitativa, i dels efectes diferencials en el creixement cel-lular, es proposen els

possibles mecanismes d’accid propis per a cada farmac.

Avantatges de les diferents plataformes d'analisi global de la resposta
transcripcional

La tecnologia dels microarrays aporta una eina alternativa per a I’avaluaci6 de la
citotoxicitat d’agents terapéutics en els organismes. Hem comprovat que, els
microarrays de DNA sén apropiats per estudiar els perfils d’expressid de la
Daunorubicina i la Criptolepina en Saccharomyces cerevisiae. Tan els microarrays de
cDNA, els quals tenen impreés la seqiiencia codificant del gen o ORF, com els
microarrays d’oligonucleotids aporten informacié del mecanisme potencial d’accio per
a cada farmac.

Els microarrays de cDNA constaven de pocs gens amb deposicions repetides, a
més del sistema de directe de marcatge de les mostres, es va procedir a contrarestar el
biaix dels fluorocrom i la variabilitat técnica fent ’anomenat dye swap o marcatge de
les mostres, amb els fluorocroms a I’inrevés. Tanmateix, aixo resulta en un nombre més

reduit de quocients valids. Els microarrays d'oligonucleotids constaven de la deposicio
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del genoma complert (minim per duplicat), tret molt rellevant, ja que fa augmentar
enormement la reproductibilitat de la técnica. Un altre tret diferencial va ser el metode
de marcatge, es va utilitzar l'indirecte, el qual resulta més eficient que el directe ja que
s'obtingué més quantitat de cDNA marcat. Pero els nivells d'intensitat de la senyal per
cada fluorocrom, i els valors d'expressio relativa van resultar proporcionalment menors
que els obtinguts amb els microarrays de cDNA. Tal com s'ha observat en altres estudis
abordats amb les dues plataformes, la qualitat de la resposta transcripcional varia
lleugerament entre ambdues técniques d'analisi global del transcriptoma (Iwahashi et
al., 2007). Tot i que la quantificacié de l'expressié mitjancant RT-PCR a temps real
confirmen els resultats obtinguts d'ambdues plataformes, caldria detallar, que els
coeficients de correlacid corresponents als microarrays de cDNA sén lleugerament
superiors als dels microarrays d'oligonucleotids. Podria estar relacionat amb el fet que
els canvis d'expressid esperats pels gens de tractaments curts (dades relacionades amb
els microarrays d'oligonucleotids) sén d'un factor de 2, 1 estaria en el llindar de deteccid

de la tecnica de qPCR.

Resposta global a la Daunorubicina i la Criptolepina: Efecte del temps i la
concentracio de tractament

La magnitud i1 la permanencia dels canvis de I’expressid genica varia
positivament amb la severitat de I'estrés (Benton et al., 2006; DeRisi et al., 1997; Gasch
et al., 2000). Diversos estudis han caracteritzat canvis en l'expressid geénica del llevat
Saccharomyces cerevisiae al llarg del temps d'exposicid a diversos estimuls; per
exemple, les transicions ambientals provoquen una reaccié immediata en el llevat,
induint canvis de I'expressio genica al cap de pocs minuts. Per altra banda, la resposta
als tractaments amb farmacs s'observa havent transcorregut unes hores (Chu et al.,
1998; Gasch et al., 2000; Schade et al., 2004; Travers et al., 2000). Semblantment al
comportament donat en els darrers estudis, els patrons d'expressié genomics varien
depentment del temps en cultius sotmesos a la preséncia de la Daunorubicina (cf. Taules
R2 1 RS, Fig. R6) o la Criptolepina (cf. Taules R5 1 R11, Fig R8). En la majoria de les
condicions testades a curt termini, la resposta a 4 hores inclou 1 amplifica la resposta
obtinguda a una hora de tractament. Al tractar-se de molécules antitumorals, un menor
temps més curt de tractament implica una gran varietat de beneficis terapeutics, com pot

ser una reduccio dels efectes secundaris. Per ambdues molecules la capacitat d'inhibicio
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¢és superior al d'activacid genica. Els gens inhibits per a la Criptolepina representen el
60%, 1 per a la Daunorubicina aproximadament el 70%, respecte el total, amb un factor
d'expressio diferencial inferior a -0.7 per la Criptolepina, i -1 per la Daunorubicina
(representats en Logy). Aquest fet concorda amb I'accid observada amb la
Daunorubicina, que implica una disfunci6é de les proteines reguladores (Marin et al.,
2002), 1 amb analisis comparatives de respostes genomiques de cultius de S.cerevisiae
sotmesos a diferents estressos, les quals han revelat que del 14% del total dels gens que
s'alteren en situacions d'estrés (Gasch et al., 2000 Causton, 2001 #50), dos tercos dels
gens disminueixen els nivells de transcrits i tan sols, aproximadament un terg
augmenten els nivells d'expressié (Gasch and Werner-Washburne, 2002).

L'altra variable a comparar és la concentracié del farmac, amb la qual s'han
tractat els cultius. Estudis globals del genoma han mostrat la relacid positiva entre un
augment de la concentraci6 de I'estimul amb la variacid del transcriptoma de
I'organisme, tant en llevats (Benton et al., 2006; DeRisi et al., 1997; Gasch et al., 2001;
Palecek et al., 2002), com en c¢l-lules de mamifer (Duan et al., 2007; Mansilla et al.,
2003; Mansilla et al., 2007). Aquests canvis son dosi-depenent: a més concentracio de
farmac més quantitat de gens presenten alteracions en els seus nivells de transcrit
(Taules R8 i R11). Les cel-lules tractades amb la dosi més elevada de Daunorubicina
(IC40) presenten el doble de gens amb canvis en l'expressid, en relacié amb els tractats
amb la concentracié IC10 (Taula R8). Un fet compartit per ambdues dosis és la
preséncia d'una major proporcié de gens reprimits, dels quals, un 7% mantenen
I'expressid entre les dosis testades, a diferéncia del 13% dels gens comuns
sobreexpressats (per un factor diferencial d'l1.5, representats en Logy). Un patré diferent
¢s l'obtingut amb la Criptolepina; els canvis produits en el transcriptoma
majoritariament es conserven entre les dosis analitzades. Aproximadament un 36% dels
gens amb un canvi transcripcional inferior a -1.5, 1 un 45% dels gens activats amb un
canvi superior a 1.5 (representat en Log;) conserven el perfil d'expressio
independentment de la dosi. C¢l-lules tractades amb la 1C40 de Criptolepina varien
l'expressié d’aproximadament un 40% menys que amb la IC40 de Daunorubicina.
Aquest fet, pot indicar que la Criptolepina té un efecte menor en l'expressio genica que

la Daunorubicina.
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Les respostes induides son especifiques per a cadascun dels intercalants

Els antitumorals que s'estudien en aquesta tesi tenen en comu la propietat d'unir-
se al DNA en regions riques en citosines tot i que la sequiéncia d'elevada afinitat és
especifica per a cada farmac, poden unir-se a seqiiencies diana degenerades. Aquest fet
suggereix una certa semblanc¢a dels mecanismes d'accid. No obstant, tal com s'ha vist en
el cas de la Daunorubicina, assaigs de -galactosidasa amb diferents UAS mostren la
capacitat de discriminar seqiiencies semblants a la seva diana, i només interferir amb les
proteines reguladores quan el lloc d'unié d'alta afinitat del farmac coincideix amb el del
factor de transcripcié (Marin et al., 2002).

A més d’identificar els gens modulats en resposta a la Daunorubicina i a la
Criptolepina, s’han cercat els gens que manifesten una resposta dosi-depenent
(corresponent a tractaments prolongats) similar o oposada per ambdos farmacs. La
resposta transcripcional per a cada farmac, només comparteix 4 gens amb un perfil dosi-
depenent similar 1 8 gens amb un perfil invers. Les respostes a tractaments curts (1-4
hores) amb Daunorubicina i Criptolepina coincideixen en l'alteracié de 10 gens amb una
tendéncia transcripcional similar 1 4 gens que presenten comportaments inversos entre
farmacs. Considerant que les respostes transcripcionals per a cada farmac no
comparteixen els processos sobrerepresentats (cf. Taules R18 1 R19), 1 que el grup de
gens regulats pels factors de transcripcidé comuns tenen patrons diferents segons el

farmac, es pot afirmar que cada intercalant indueix una resposta especifica en el llevat.

L'activitat antiproliferativa de la Criptolepina esta governada per la resposta a
estres influenciada pel dany al DNA

L'avaluaci6 de la resposta global del llevat en preséncia de la Criptolepina
indica, a curt termini, I'efecte inhibitori dels gens codificants per enzims catalitics, entre
els quals es troben oxidoreductases, i un grup de quatre quinases del metabolisme de les
manoses (Taula R7). Entre els gens reprimits a 4 hores hi ha sis gens responsables de la
localitzacié mitocondrial. Juntament amb l'activacid dels gens biosintétics (Taula R6)
pot indicar l'afany de la cel-lula per mantenir els nivells basals dels components
cellulars. Els gens reprimits implicats en la localitzacié mitocondrial inclouen dues
xaperones mitocondrials requerides pel correcte plegament de proteines i tres

transportadors de la membrana mitocondrial.
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El tractament prolongat amb Criptolepina indueix una resposta a estrés (Taula
R12). Al voltant del 60% dels gens activats estan sota el control dels principals factors
de transcripcio inductors de la resposta a condicions estressants en el llevat (Msn4/2p,
Yaplp, Hsflp) (Taula R19). Els efectes del tractament a llarg termini, també impliquen
l'activacid de la via de les pentoses fosfat. Aquesta ruta és important per la proteccié del
llevat enfront l'estrés oxidatiu (Slekar et al.,, 1996). Un altre grup son els gens
codificants per a elements transposables, que en condicions normals es transcriuen
assolint percentatges del 18% del total de mRNAs en medi ric YPD (Lopez and Baker,
2000). Els nivells de transcrit dels retrotransposons disminueixen en cé¢l-lules tractades
amb el farmac. Tot 1 que 1'expressio diferencial d'aquests gens pot reflectir una resposta
cel-lular a l'estreés general, només s'ha detectat una variacid en tractaments amb l'agent
antitumoral Azinomicina B (Kelly et al., 2006). Recentment s'han realitzat estudis amb
S.cerevisiae amb el procés de replicacié del DNA alterat, i mostren com els elements Ty
constitueixen un dels llocs diana per als trencaments de doble cadena del DNA
(Lemoine et al., 2005). Tenint en compte que la Criptolepina €s un intercalant i que les
cel-lules mutants pel RADS52 sén més sensibles al farmac (Fig. R1), la disminucié de
'expressid dels elements transposables podria donar-se per les lesions induides al DNA
per part del farmac.

Entre els gens inhibits es troba un grup de quatre gens amb una activitat molt
determinada en el metabolisme dels siderofors (Taula R13). Aquests gens implicats en
el metabolisme del ferro es podrien relacionar hipotéticament amb [l'activitat
antiplasmodial descrita per la Criptolepina, deguda a la formacido del complex
Criptolepina-ferriporforina (Van Miert et al., 2004; Wright et al., 2001). La comparacio
amb altres estudis transcripcionals d'ampli espectre, indiquen que I'efecte en el
transcriptoma del llevat dirigit pels tractaments prolongats amb Criptolepina, és un
patro tipic d'estrés ja que s'apropa molt a la resposta obtinguda per una gran varietat
d'estressos fisicoquimics: xoc térmic (amb i sense sorbitol), presencia de H,O,, la
Menadiona o vitamina K3, la Diamida (agent causant de ponts disulfur en les proteines
de la superficie cel-lular), mancanca de nitrogen en un interval de 8 hores fins a 5 dies,
l'estat de fase estacionaria en medi ric, o bé, mutants dels principals factors de
transcripcio d'estres (AYAPI, AMSN2/4) sotmesos a diversos estressos (Gasch et al.,
2000). El conjunt de gens activats pertanyen al programa definit, com la resposta a
l'estres o ESR, la qual esta formada per un conjunt de 300 gens que s'activen quan les

cel-lules passen de créixer en un medi Optim, a unes condicions estressants (Gasch et al.,
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2000). El fet de catalogar la resposta al farmac dins el programa ESR i no trobar una
resposta genica especifica de dany al DNA, pot ser degut a la baixa o gairebé nul‘la
relacio entre els gens necessaris per a la superviveéncia als agents que lesionen el DNA i
la induccid en els seus nivells de transcrit després d'estar exposats a aquests agents
(Birrell et al., 2002). Altres experiments relacionats amb l'estructura, el silenciament 1 el
dany al DNA presenten uns perfils molt semblants, per exemple, la resposta
transcripcional produida en una soca mutant pel gen H7Z1, gen codificant per la histona
H2AZ (Meneghini et al., 2003), soques amb el gen de la histona H4 delecionat (Wyrick
et al., 1999), i cel-lules mutants pel gen responsable del control del dany al DNA,
MEC1, sotmeses a xoc termic (Gasch et al., 2001).

La Criptolepina sembla que no té un efecte directe en la regulacié de la
transcripcio, sind més aviat, produeix un efecte indirecte en l'estat cel-lular general, i
estaria actuant mitjancant un efecte pleiotropic potencialment centrat en 1'estructura de
l'acid nucleic, donat que el farmac és un agent intercalant al DNA 1 que interfereix amb
la topoisomerasa II (Bonjean et al., 1998; Dassonneville et al., 1999). Aquest fet,
s'enllaca amb els resultats obtinguts en l'assaig clonogenic, en el que s'observa un
augment en la sensibilitat de ce¢l-lules tractades amb el gen RADS52 delecionat (Taula

R1).

L'activitat antiproliferativa de la Daunorubicina depén de la interferéncia amb la
regulacio de l'expressio génica

La resposta global del transcriptoma del llevat a la preséncia de la
Daunorubicina es conserva parcialment en el temps (Figs. R7, R15 i R16). Els
principals processos ontologics en els que s'agrupen els gens amb I'expressié depenent
del farmac corresponen a la glicolisi, via altament reprimida (Taula R4), la traduccid i la
biogenesis de constituents ribosomals, ambdds darrers processos per als gens
sobreexpressats (Taula R3). Una altra categoria sobrerepresentada entre els gens amb
nivells incrementats de transcrit son els elements transposables (Taula R3). La categoria
dels gens implicats en del metabolisme dels aminoacids apareix com a ontologia
sobrerepresentada en la resposta inhibitoria entre 10 1 15 hores de tractament, tot i que
alguns dels gens d'aquesta categoria ja disminueixen significativament els nivells de

transcrit en la resposta primerenca (1-4 hores) (Figs. R15 1 R16).
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La regulacio de l'expressio dels gens afectats per la Daunorubicina s'indica en la
Taula R16. Dues de les proteines reguladores, Rpn4p 1 Gen4p, presenten un enriquiment
tant a curt com a llarg termini. Rpndp s'encarrega de modular 1'expressié de gens
implicats en el sistema ubiquitina-proteosoma (Xie and Varshavsky, 2001). Estudis de
syntethic lethality aporten indicis d'una relacid entre el farmac Daunorubicina i la via
de sumoilacié de proteines (Huang et al., 2007). L'altre factor de transcripcio enriquit al
llarg del temps és l'activador transcripcional dels gens de la biosintesi dels aminoacids
que s'indueix en condicions de deficiéncia d'aminoacids. Gen4p apareix entre els gens
reprimits pel farmac, un patrd transcripcional similar per aquests gens s'ha observat en
cel-lules tractades amb I'agent alquilant MMS (metil metano-sulfonat) (Natarajan et al.,
2001). El tractament amb Daunorubicina, tot 1 reprimir gens implicats en la biosintesi
d'aminoacids, no influeix, al menys directament, en la regulacié dirigida pel factor
general de la via biosintética dels aminoacids, ja que l'assaig fenotipic de la induccid de
les condicions d'inanicid mitjangant I'analeg de la histidina 3-AT (3-aminotriazol),
mostra com el creixement es recupera en presencia de medi complementat amb
I’histidina en cél-lules tractades amb el farmac (Fig. R31).

Estudis previs han mostrat que la Daunorubicina és un intercalant al DNA amb
la capacitat d'interferir amb la maquinaria transcripcional, dificultant el correcte
funcionament d'aquesta (Mansilla et al., 2004; Marin et al., 2002; Martin et al., 1999;
Portugal et al., 2001). Aixi doncs, per tal de definir un dels potencials mecanisme
d'accio, l'analisi es va centrar en la regulacio dels gens reprimits pel farmac, ja que la
Daunorubicina pot actuar impedint la funcid activadora d'alguns factors de transcripcio.
Els factors més enriquits en la resposta repressora a la Daunorubicina s'agrupen en,
reguladors de l'estat enérgic-nutricional (Sok2p, Gerlp 1 Ger2p) i els implicats en la
resposta a estreés (Msn2p, Msndp, Yaplp i Pdrlp). En el primer grup s'hi troba Sok2p
responsable de la via transductora de la senyal depenent d'AMP ciclic, la qual regula
negativament la diferenciacid pseudohifal, alhora estretament relacionada amb les
condicions nutricionals en que es troben les cel-lules (Pan and Heitman, 2000). En
cel-lules haploides la diferenciacid6 pseudohifal acompanya a la resposta de les
feromones, molecules que regulen el cicle cel-lular (Roberts et al., 2000). Cal destacar
que una desregulaci6 d'aquest factor es podria explicar pel solapament de la seqiiéncia
d'unié de la Daunorubicina (Chaires et al., 1990), amb la definida per a Sok2p
(TGCAGNNA) (Harbison et al., 2004). Gerlp 1 Ger2p son els principals factors

reguladors de l'expressio dels gens codificants pels enzims glicolitics (Chambers et al.,
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1995). A més Gerlp, se I'ha relacionat amb l'expressio de les proteines ribosomals
(Lopez and Baker, 2000; Uemura and Jigami, 1992), i amb la transcripcié d'elements

transposables (Turkel et al., 1997).

Desregulacio del metabolisme dels carbohidrats provocada per la Daunorubicina.
Inhibicié de l'expressio dels gens glicolitics

Saccharomyces cerevisiae activa la ruta glicolitica en preséncia d'una font
fermentable com la glucosa. Els gens codificants per enzims glicolitics pertanyen a un
dels conjunts de gens que tenen associada una de les taxa de transcripcié més altes,
alhora que cadascun dels transcrit son dels més abundants en el llevat (Lopez and
Baker, 2000; Velculescu et al., 1997). El principal control dels enzims glicolitics es
realitza a nivell transcripcional, els nivells de mRNA dels gens corresponents depenen
de la taxa transcripcional 1 de l'estabilitat del mRNA (Gancedo, 1992). Aquesta
regulacid es dona mitjancant la uni6 del factor de transcripcio amb la seqiiencia
promotora o upstream activating sequence (UAS) de cada gen (Lopez and Baker, 2000).
Els elements UAS per als gens glicolitics estan formats per llocs d'unid especifics i
proxims entre Gerlp 1 Raplp (Bitter et al., 1991). Gerlp s'uneix al DNA en llocs CT,
GGCTTCCWC (Matys et al., 2003), no obstant la preseéncia de Raplp recluta 1 dirigeix
el factor Gerlp als UAS dels gens glicolitics (Drazinic et al., 1996). El complex Ralp-
Gerlp esta implicat en la regulacid de l'expressid dels gens de proteines ribosomals
(Lopez and Baker, 2000), tot i que el mecanisme pel qual actua Gerlp no és igual a com
ho fa pels gens d'enzims glicolitics (Tornow et al., 1993; Zeng et al., 1997). El
manteniment del control transcripcional dels gens implicats en la glucolisi,
s'aconsegueix amb la unid del factor auxiliar Ger2p a Gerlp (Deminoff and Santangelo,
2001; Uemura and Fraenkel, 1990).

L'estudi quantitatiu dels gens implicats en la via glicolitica mostra una
disminuci6 significativa dels transcrits en preseéncia del farmac, superior al doble per
GPMI1, TDH(1-3), FBAI, PGKI i CDC19. Aquesta repressié no s'observa per al gen de
la proteina ribosomal RPS28A4, indicant un desacoblament entre aquests dos
mecanismes. La resposta transcripcional obtinguda per la Daunorubicina, al comparar-la
envers altres experiments que analitzen l'alteracié del transcriptoma del llevat enfront
diversos estressos fisicoquimics, no s'ha detectat cap comportament similar. Tanmateix,

existeix un cas diferent en el qual el patro €s semblant, aquest correspon a l'estudi
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realitzat per a soques amb l'expressio d'un gen suprimida per un promotor induible, en
particular, per les soques knockout dels gens codificants per proteines implicades en la
sintesi de ribosomes (Mnaimneh et al., 2004).

L'adaptacio del llevat enfront diverses condicions suboptimes o estressants,
recau en una inhibici6 de la sintesi de proteines, una repressio dels gens requerits per la
sintesi 1 el processament dels ribosomes, i dels gens transcripcionalment depenents de la
RNA polimerasa I i III (Gasch and Werner-Washburne, 2002). La reduccio de la sintesi
d'aquests transcrits i dels seus productes pot contribuir a conservar l'energia mentre les
cellules s'adapten a la nova condicié (Warner, 1999). Aquesta resposta va
acompanyada d'una induccid del metabolisme dels carbohidrats per tal d'abastir a la
cel-lula de reserves energetiques. Estudis han mostrat una coordinaci6 entre els grups de
gens induits (constituents ribosomals i1 elements transposables) amb el conjunt de gens
glicolitics reprimits (Lopez and Baker, 2000). L'element comu entre aquests processos
¢s el factor de transcripcid Gerlp, ja que la induccio de la transcripcio dels tres grups de
gens és depenent de la preséncia de la proteina reguladora (Lopez and Baker, 2000). Tal
com s'ha citat en apartats previs, la Daunorubicina indueix el desacoblament entre els
gens glicolitics i els ribosomals, a més de I'enriquiment de Gerlp i Ger2p en la resposta
repressora, es suggereix que el mecanisme d'accido del farmac esta mediat per la
interferéncia en la funcionalitat del complex Gerlp/Ger2p, ja que el tret diferenciador a
nivell de l'expressid genica entre els gens ribosomals i els glicolitics ve donat per la
proteina reguladora Ger2p (Sasaki and Uemura, 2005).

Aquests resultats mostren que la capacitat antiproliferativa de la Daunorubicina
podria resultar de les propietats inhibidores derivades de la desregulacid de la
maquinaria activadora, a diferéncia de la Criptolepina que podria estar inhibint el
creixement com a conseqiiencia de lesions produides en 1'acid nucleic. Cal remarcar que
la capacitat de la Daunorubicina d'inhibir la transcripcié depenent dels factors de
transcripcio, pot estar determinada pels segilients parametres:

1. La posici6 del lloc d'unié del factor de transcripcié respecte l'inici de la
transcripcio.

ii.  La seqiiencia concreta del lloc d'unié en el gen. Tot i que s'hagi descrit
una seqiiéncia consens pel factor de transcripcio, aquest té la capacitat de reconeixer
dianes degenerades. L'efectivitat de la Daunorubicina d'interrompre la funcié reguladora
del factor de transcripcié depeén de la preséncia en els llocs d'unié al promotor, la

seqliencia diana del farmac (Marin et al., 2002). La inhibicié podria provindre d'una
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competencia per la regié al DNA i com a resultat un desplagament del factor, la
disfuncié o bé, degut a la torsi6 en el DNA induida per l'intercalant, una reduccié de

l'afinitat del factor per la regié promotora.

Evidentment, els antitumorals s'han desenvolupat per actuar en cel-lules
humanes, perd la identificacidé de dianes especifiques pels farmacs per tal de millorar
l'eficiéncia en cultius de cel-lules de mamifer és complexa. El Saccharomyces cerevisiae
¢s un bon organisme model, tanmateix, s'ha de considerar el fet que des d'un punt de
vista genomic les linees cel-lulars cancerigenes son diferents entre elles i de les cel-lules
propiament dels tumors. A més, el llevat en el seu cicle vital existeix com a organisme
haploide, fet avantatjés ja que l'efecte a nivell genomic té una representacio fenotipica
directa.

L'efecte de la Daunorubicina depenent del temps i de la concentracid en el
transcriptoma concorda amb I'observat en ce¢l-lules humanes, aixi doncs, no €s peculiar
del llevat si no que en les cel-lules tumorals també s'esdevé (Duan et al., 2007; Mansilla
et al., 2003). Tal i com es mostra en la Taula R4 en concordancia amb la Fig. R32, el
mecanisme fonamental d'accié de la Daunorubicina és la inhibicié de la regulacio
transcripcional del metabolisme dels sucres. Tot 1 que avui en dia no s'ha descobert
I'homoleg de Gerlp o Ger2p en humans, s'han caracteritzat en mamifer elements del
DNA de resposta a la glucosa, els quals presenten dues seqiiencies solapants amb la
diana del farmac, 5'-CACGTG-3' separades per cinc nucleodtids, on s'uneix el factor de
transcripcid anomenat USF/MLTF (Foufelle et al., 1998). Estudis molt recents han
descrit una relacié entre la resposta a la Daunorubicina, 1'estat oxidatiu 1 els nivells de
glucosa en cellules eucariotes superiors (Cao et al., 2007). Des de fa pocs anys, s'esta
intentant usar la via glicolitica per a aplicacions terapéutiques i com a diana potencial
per als agents antitumorals (Pelicano et al., 2006; Xu et al., 2005). Sabent que les
cel-lules tumorals presenten la glicolisis elevada (Shaw, 2006), aquesta aproximacio
planteja un nou camp d'estudi de les dianes potencials dels farmacs antitumorals, i
beneficia el desenvolupament de nous agents anticancerigens amb mecanismes d'accid

alternatius.
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I. La integritat de la membrana plasmatica confereix resisténcia als intercalants
Criptolepina i Daunorubicina en Saccharomyces cerevisiae. La soca Aerg6 és sensible a
baixes concentracions dels farmacs. La concentracié necessaria de Daunorubicina per
assolir el 50% d'inhibicié del creixement en la Aerg6, és menor que per a la

Criptolepina.

II. L'efecte de la Criptolepina esta relacionat amb el mecanisme de reparacid de lesions
al DNA per recombinaciéo homologa. La soca doble mutant JN394 (ISE2 Arad52) és
més sensible que la isogenica IN362A (ISE?2).

III. Els fenotips induits per la Criptolepina i la Daunorubicina sén consistents amb les
seves preferéncies de seqiiencia d'unié al DNA. La resposta transcripcional del llevat als
intercalants, depén positivament de la variable temps per ambdds farmacs, i de la

concentracio per la Daunorubicina

Iv. L'especificitat de la seqiiencia d'unié al DNA dels farmacs intercalants dirigeix
diferents respostes del transcriptoma del llevat Saccharomyces cerevisiae. La
Daunorubicina pot competir amb els factors de transcripcid per la seva seqiliencia de
reconeixement 1 d'uni6 al DNA si es solapen amb el lloc diana del farmac. Aquest efecte

no s'aprecia per l'intercalant Criptolepina.

V. El metabolisme de la galactosa en el llevat s'inhibeix en preseéncia de baixes
concentracions de Daunorubicina, la qual interfereix en la correcta regulacio dels gens

de la familia GAL.

VI. L'activitat antiproliferativa de la Criptolepina esta governada per la resposta a estres.
Aquesta resposta es desenvolupa després d'algunes hores de tractament. L'efecte induit
pel farmac en el llevat sembla ser el dany al DNA, enlloc de l'alteraci6 de la regulacid

de l'expressiod geénica.



VII. La Daunorubicina inhibeix especificament un conjunt de gens directament
relacionats amb la glicolisi. El mecanisme d'accid postulat per la Daunorubicina és la
disfuncié dels factors de transcripcid que regulen la via metabolica, concretament el

complex activador Gerlp-Ger2p.

VIIL El llevat Saccharomyces cerevisiae com a sistema estudi per a 1'analisi d'agents
terapeutics, esdevé una aproximacié més manejable que 1s de models animals o de
cellules humanes en cultiu. L'Us del Saccharomyces cerevisiae pot facilitar el
desenvolupament de nous farmacs anticancerigens i l'analisi dels seus mecanismes

d'accio.



