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Presentacion

Cuando = produce una leséon en la cdula lo suficientemente grande o grave, € resultado
gue se obtiene son una serie de cambios irreparables en su edtructura y funcién que la
conducirdn a la muete. La muete cdular tiene una importancia primordid en muchos
procesos tan esencides como son la regulacion del crecimiento de los tegjidos normaes, asi
como en agunos procesos patolégicos. La muerte cdular puede seguir principamente dos
MecanisSmos, Necrosis 0 apoptosis; la necrosis es un proceso degenerativo asociado a una leson
irreversible de la cdula cuyo resultado find es la liss cdular, con la consecuente inflamacion
dd tgido adyacente; por @ contrario, la apoptosis es un proceso en € que la célula paticipa de
su propia destruccidn, la cud termina con la formacién de pequefios cuerpos gpoptéticos que
sarén fagocitados por macréfagos o por cdlulas vecinas sSn que se produzca dteracion aguna
dd tgido que larodea

El interés que tiene hoy en dia la gooptoss viene dado en pate por ser un proceso
fisolégico que tiene lugar normdmente durante € desarollo y en d mantenimiento de la
homeostasis de los tgidos. La dteracion de este proceso esta relacionado con muchos procesos
patolégicos, entre dlos & cancer. La blUsqueda de nuevos agentes anticancerosos que Ssean
capaces de modular la apoptosis congituye uno de los principales retos para muchos grupos de
investigacion que trabgjan en € estudio de esta enfermedad.

El trabgo que agui se presenta recoge la identificacion y purificacion de la prodigiosna
a partir de un extracto de Serratia marcescens 2170, asi como la descripcion de su actividad
como sustancia inductora de la apoptosis y de su toxicidad en lineas celulares cancerosas y no
canceroses. Para dlo ha sdo estudiada la viabilided de varias lineas cdulares de didinta
naturaeza y origen ad s tratadas con dicho extracto de origen bacteriano y también se ha
andizado @ mecanismo de muerte inducido mediante la tincién de la cromatina con Hoechst
33342 y d andisis dd fraccionamiento dd DNA; por Ultimo, la purificacién de la prodigiosina

nos ha permitido revaidar los resultados obtenidos con € extracto.
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Introduccién

1. EL EQUILIBRIO ENTRE LA VIDAY LA MUERTE

La vida y la muerte son pates esencides del cido naturd de los seres vivos. En los
organismos pluricdulares, las cdulas se reproducen normamente siguiendo d proceso de
divison cdular conocido como mitods, durante € crecimiento se produce un incremento en €
nimero de células, a tiempo que en d desarollo o morfogéness de los tgidos determinadas
céulas son eliminadas a través de un proceso de muerte celular programada conocida como
apoptosis. Asi, en un hombre adulto se forman cerca de cien mil nuevas cdlulas cada segundo,
mientras un nUmero similar desgparece por gpoptosis (Vaux & Korsmeyer, 1999). A este
equilibrio dindmico entre proliferacion y muerte cdlular se le conoce como homeostasis y S ®

rompe se pueden producir distintos procesos patol 6gicos, entre dlos laformacidn de tumores.

Reaulta paraddjico que la muerte celular programada sea un fendbmeno necesxio para €
desarallo y vida normdes de los organismos. Hay tejidos que se renuevan congtantemente a
patir de las clulas madre (médula Gsea, teido epitdid, gonadas, e€tc), otros siguen un
proceso menos dindmico pero cuando es necesario entran rdpidamente en proliferacion (p.e.
pid, higado) y también los hay formados por cdulas que una vez diferenciadas nunca volverdn
a dividirse (p.e. las cdulas nerviosas). La apoptosis es un proceso que tiene lugar sobre todo en

los tegidos que son mitGticamente muy activos. A lo largo de nuestra vida, arededor del 99.9%

de nuestras cdlulas seguiran estamisma suerte.

1.1. LAMUERTE CELULAR

Los dos tipos de muerte celular reconocidos son la necross y la apoptosis La primera
tiene un caracter patologico, pues se produce tras un dafio cdular extremo. Por & contrario, la
gpoptosis es un proceso fisioldgico que ocurre de forma habitud en los eucariotas

pluricelulares, tanto en € desarrollo embrionario como en la etapa adulta.
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1.2. LANECROSS

La necross es un proceso de muerte celular que se produce ante un dafio en la célula
grave. El término necrosis deriva ded griego nekross, muerte, y para algunos autores describe
los cambios secundarios que se derivan de la muerte cdlular y no d proceso en s, d que dlos
[lamen oncoss (Mgno & Joris, 1995); dado que los estimulos que la originan son dd tipo
hipoxia, isquemia, infecciones virdes 0 bacterianas y la exposicién a determinados agentes

corrosivas, otros especidistas prefieren llamarla muerte celular accidentd.

La necrodis es un proceso pasivo, que no requiere de la participacion activa de lacdulay
puede dectar a una zona maés o menos amplia de tgido; se caracteriza principdmente por la
ruptura osmdtica de la cdula debida a la dteracion de la permesbilidad de la membrana
plasméica, que permite la entrada masiva de C&* y consecuentemente la entrada pasiva de
agua, acompafiada de un flujo anorma de iones. También se disingue por la respuesta

inflamatoria que se desencadena a consecuencia de esta citolisis.

1.2.1. Caracterigticas morfologicas de la necrosis

En respuesta a determinados estimulos se producen una serie de cambios morfolGgicos
caracteristicos de la necrosis. @ la dilatacion de la célula y la hinchazdn de la mitocondria, b)
seguidos de la vacuodlizacion y dilatacion del reticulo endoplasmédtico (RE), d aumento de la
permesbilidad y la condensacion de nicleo (picnosis), €) coagulacion y carioliss, d) y
finAmente, la liberacion dd contenido celular activa una respuesta inflamatoria que induce un

fenémeno necrético en las cdulas vecinas (Cameron & Feuer, 2000a) (fig.1).

Fig.l. Etgpas de la muerte celular por necrosis. A) Cédula norma. B) Se produce la
dilatacion de la célula, la hinchazén de la mitocondria y del RE y la condensacién del

nlcleo. D) Roturadelamembranaplasméticay lissdelacdula
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1.3. LA APOPTOS S

El término apoptosis deriva dd griego y sgnifica pérdida, en le sentido de la caida de
los pétaos de una flor o las hojas de un &bol. En la actuaidad, apoptosis se utiliza como
snénimo de muerte cdular programada (PCD, programed cel death), entendiendo que la
cdula tiene la capacidad en cudquier momento de poner en marcha un programa suicida en
respuesta a determinados estimulos. Debido a que todas las cdulas que mueren por apoptosis
esan programadas “"desde sempre’ a morir en un momento preciso, € término PCD sude

reservarse para cuando se habla de embriogénesis.

La apoptosis es un mecanismo de muerte cdular en & que la cdula paticipa de forma
activa en su propio proceso destructivo en beneficio dd resto del organismo. Este proceso et
regulado a nivel genético y forma pate dd desarollo embrionario, dd mantenimiento de la
homeostasis de los tgidos y de envgecimiento cdular; se trata también de un mecanismo de
defensa por d cud son diminadas dd organismo agudlas cdulas infectadas, mutadas o
dafiadas 0 en respuedta a diferentes agentes externos como las radiaciones ionizantes o agentes

quimiotergpicos.

Una caracteristica muy importante de la apoptoss es que la cdula es diminada sin que

e origine una respuesta inflamatoria, evitando con ello que se dafie d tejido.

1.3.1. Caracteristicas morfoldgicas de la apoptosis

El programa apoptético se caracteriza por la sucesién de una serie de signos concretos
como son: @) la pérdida de asmetria de la membrana plasmética que conlleva la pérdida de
contacto con las células vecinas y la adquisicion de una forma redondeada; b) la condensacion
y fragmentacion de la cromatina nuclear sn que s pierda la envoltura nuclear; ¢) la
disgregacion de nlcleo en masas pequefiass de cromating paddamente se produce una
disminucion ded volumen citoplasmético debido a la pérdida de agua y la condensacion de las
proteinas, aunque la mayoria de los organulos celulares permanecen intactos y d) la rotura de
la céula en vesiculas rodesdas de membrana llamadas cuerpos apoptéticos que seran

fagocitados por los macr6fagos o por células vecinas (fig.2).
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Fig.2. Fases dd proceso apoptdtico. A) Céula normd. B) Disminucion del volumen

cdular. La cromatina se empieza a condensar. C) Aparecen repliegues en la membrana
plasmética a consecuencia de sus deformaciones. D) La cromatina se dispone en la
periferia dd nlicleo mientras que & volumen cdular sigue disminuyendo. E)
Fragmentacion de la cromatina La membrana nuclear mantiene su integridad. F)
Fragmentacion del nicleo. G) Fragmentacion celular. Se forman los cuerpos apoptéticos
compuestos por membrana plasmética que englobamaterial nuclear y citoplasmético.

A la vez que s van produciendo los cambios morfolégicos mencionados se dan una

sarie de cambios histolégicos como son la reorganizecion de los microfilamentos de actina

(que dtera la arquitectura de la cdula) y € desenganche de la cdula en cultivo de la base de la

placa de cultivo.

1.3.2. Caracteristicas bioguimicas de la apoptosis

Paddamente a los cambios morfolégicos se producen una serie de procesos
bioguimicos, como es la activacion de unas endonucleasas dependientes de los iones Ca”™ y
Mdg™® que cortan d DNA gendmico por los espacios internucleosomales, generdndose
fragmentos de unos 180 pares de bases o mlltiplos de esta medida. Al hacer una dectroforesis
del DNA extraido de las cdulas apoptéticas, estos fragmentos formaran una escaeratipica

Otros cambios bioquimicos que tienen lugar durante la agpoptoss son la pérdida dd
potencid mitocondria y cambios en la membrana plasméatica; los residuos de fodfatidilsering,
normamente presentes en la cara interna de la membrana cdular, gparecerdn también en la
cara externa, 10 que permite € reconocimiento de estas céulas apoptéticas por los macréfagos

y su fagocitosis (Kerr et al., 1994).

10
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1.3.3. Etapas de la apoptosis

El proceso apoptético se desarrolla en cuatro fases. La primera fase es la capacidad de
regulacion a nivel genético (es decir, la existencia de ciertos genes que la regulan). La segunda
es la recepcion dd estimulo desencadenante; seglin sea su naturaeza, d proceso que determine
serd @ de prevenir o demorar la gpoptosis 0 € de inducirla. La tercera etgpa es la expresion de
unos genes concretos que conlleva a determinadas dteraciones edtructurales como son los
cambios dd citoesqueleto, € encogimiento de la célula, la picnosis nuclear, los cambios en la
cromatina y la fragmentacion del DNA. La cuarta y Ultima fase es la muerte y fagocitosis de
los restos de la célula gpoptdtica (revisado en Cameron & Feuer, 2000q). Las digtintas vias de
transmison de sefides que se activan durante la apoptosis se expresan en la mayoria de las

cdulas, s no en todas.

En resumen, la apoptoss es un proceso regulado a nivel genético que se produce
sguiendo una serie de pasos, diferentes estimulos fisoldgicos o sefides de estrés pueden
inducirla a través de una 0 més rutas de sefides en funcién de la cdula y dd tipo de sefid
recibida y findmente, estas vias especificas convergeran en un mismo mecanismo efector fina
que desintegrara ala cdula (Krammer et al., 1994) (fig.3).

Dafioen Radiaciones  Agentes Reacciones Ausencia de factores de
e DNA ionizantes quimicos autoinmunes crecimiento

Estimulacidn <«————— Inhibicién: FamiliaBcl-2
Proteinasvirales
Glucocorticoides

Sefialesdemuertecelular <€<———— Exceso de Ca2*

L Esfingomielina
Activacion de lacascadade «— FamiliaBcl-2
CaSpfsaS T CdulasT citotoxicas
Activacion en la 41:ién de endonubA
superficie celular L
Fagocitosis

Fig. 3. Varias fases de la apoptosis. Diferentes estimulos afectan a la cascada de
caspasas através de lallegada de agentes sefial .
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1.3.4. La maguinaria de la apoptoss

La sefid desencadenante de la agpoptoss puede sr de didsinta naturdezas Muchas de
edas sefides son originadas por la propia cdula, ya sea porque se producen dteraciones en €
ciclo cdular o como conseuencia de lesones en d DNA; otras le llegan de exterior, como
por gemplo la presencia 0 ausencia de determinadas citoquines, tipo TNF o factores de
crecimiento. La apoptoss también puede producirse en respuesta a determinadas infecciones

viricas, drogasy toxinas.

Durante @ proceso gpoptético participan una gran variedad de moléculas de la superficie
ceular, dd citosol, mitocondrides y dd nlcleo; no se conoce bien @ papd de todas dlas en la

apoptosis y otras muchas estén aun por descubrirse.

1.3.4.1. Los receptores de muerte

Los receptores de muerte celular forman pate de la superfamilia ded TNF-R (tumor
necrosis factor-receptor), cuyos miembros participan en procesos como la proliferacion,
diferenciacion, regulacion de la respuesta inmunoldgica, expreson de genes y también en la
supervivencia y muerte cdular; de hecho, dgunos de dlos como d TNFR1 y Fas
(CD95/APO-1) ettan directamente relacionados con la induccidn de la apoptosis a través de
unas vias de sefid muy smilares (Chinnalyan et al., 1996).

Los receptores de muerte tienen en comin un lugar de unién d ligando en la cara externa
de la membrana cdular y un dominio de muete o DD (death domain) en la caa
citoplasmética El ligando es una proteina de transmembrana que también existe en forma
soluble; esta formado por tres subunidades idénticas que a unirse a receptor le inducen su
oligomerizacién y unidn a nivel citoplasmético a una proteina adaptadora que a su vez se unira
y activard a una pro-caspasa, maguinaria efectora de la gpoptosis. Sin embargo, no sempre es
necesaria la unidén del ligando para que se produzca la oligomerizacion del receptor y una

respuesta apoptotica, tal esd caso delasradiaciones UV (Carswell et al., 1975).

El miembro més representativo de esta familia es Fas, que desempefia un importante

pape en la regulacion de la respuesta inmunitaria; se caracteriza por tener tres dominios

12
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extracdulares ricos en cigeing, una region de transmembrana y € dominio citoplasmético DD.
La union dd ligando de Fas (Fas-L) a receptor provoca su asociacion con la proteina
adaptedora FADD (MORT-1) que a su vez se asocia por su dominio efector de muerte, DED,
con la pro-cagpasa8 activéndola (Chinnalyan e al., 1996). Otra ruta de induccién de la
apoptosis comin a Fas y TNF-R1 es a través de la molécula adaptadora RAIDD, que posee un
dominio de reclutamiento de caspasas CARD por € que s une y activa a la pro-caspasa 2
(Duan & Dixit, 1997; Ahmed et al., 1997) (fig. 4).

DD
DED §§ Fas TNF-R1

E carp

S N

PRO- PRO-
CASPASA € CASPASA 2 B JINK

N TN S

APOPTOS S SUPERVIVENCIA

ERK2

Fig.4. Rutas de transmision de sefial delos receptores de muerte Fasy TNF-RL

Los receptores de muerte también participan en vias independientes a la ruta de las
caspasas. Asi pues, TNFR1 puede intervenir en la activacion de ERK2 a través de MADD
(mitogen-activated kinase activating death domain protein) (Schievela et al., 1997) y Fas s
puede unir a Daxx e inducir la activacion de las quinasas JNKs, activando o reforzando las
sefides de gpoptosis (Yang et al., 1997) (fig. 4).

TRADD (TNF-receptor associated death domain) y RIP (receptor-interacting protein)
son otros adaptadores con DD capaces ademés de activar a NF-kB (Hsu et al., 1995; Stanger et
al., 1995; Ting & al., 1996). TRADD s une a TNF-R1, a FADD y a RIP, mientras que RIP
necesta ser reclutada por otra proteina adaptadora, como TRAF2 (TNF-receptor-associated
factor), porque no puede unirse directamente a TNF-R1 (Hsuet al., 1996) (fig. 4).

13
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La activacion de los receptores de muete puede ser una diana en la tergpia

anticancerosa; de hecho s2 ha visto que agunas drogas utilizadas en d tratamiento del cancer
inducen lasintesis de Fas-L (Friesen et al., 1996; Muller et a., 1997; Fulda et al., 1997).

1.3.4.2. El citocromo C

Exige una via de activacion de la apoptoss dependiente de la sdida de la mitocondria
dd citocromo C; durante d desarrollo, € proceso gpoptético etd mediado principamente por

estavia

La mitocondria esta formada por una doble membrana que limita la matriz y @ espacio
intermembranoso, Sendo en la membrana interna donde edta locdizada la cadena respiratoria
La transferencia de eectrones se produce a lo largo de la cadena respiratoria y estd asociada
con € bombeo de protones de la matriz d espacio intermembranoso, de forma que se crea un
potencid de membrana mitocondrid (AYm) a través de la membrana interna que es necesario
para la sintess de ATP. La cadena respiratoria contiene numerosos trangportadores de
electrones entre los que se encuentran los citocromos, proteinas transportadoras de dectrones

que contienen un grupo hemo.

La liberacion dd citocromo C mitocondrid edti relacionada con la activacion de la
gpoptosis ya que una vez en d citosol se puede asociar a Apaf-1 y de eda forma unirse y
activar a la pro-caspasa 9 a través de sus dominios CARD con la consecuente activacion de la
cascada de cagpasas. Existe una segunda region en Apaf-1 que permite la asociacion de varias
moléculas Apaf-1, provocando indirectamente la agregacion y activacion de la caspasa 9
(Srinivesula et al., 1998). La sdida de la mitocondria del citocromo C puede producirse como
consecuencia de ciertos estimulos apoptéticos que provocardn € colapso de la membrana
interna mitocondrid y/o a una caida del potenciad de membrana debido a la gpertura transtoria
de poros permeables en la membrana mitocondria (Green & Reed, 1998). Bcl-2, BckX, y Bax
comparten la capacidad de formar candes a través de las membranas intracdulares, de esta
forma controlan la permesbilidad de estas membranas y en d caso de la mitocondria la sdida
dd citocromo C; mientras que Bck2 y Bcl-X_ inhiben la formacién de dichos candes, la unidn

de Bax alamitocondria puede tener d efecto opuesto.

14
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Los receptores de muerte también pueden inducir indirectamente la liberacion de

citocromo C a través de la activacion de la caspasa 8 y de la fragmentacion de Bid,
amplificandose asi 1a sefid apoptdtica (Gross et al., 1999) (fig.5).

Fas TNFRY/
JFADD/

/pro-caspasa 8

) —

caspasas j\
@ ——Bd-2, Bd-X, A
BID Bax

pro-caspasa 9

Fig.5. Mediacion de la sdida de citocromo C (cit C) de la mitocondria por los
receptores de muerte y por la familia de Bcl2. La cagpasa 8 fragmenta a BID lo que
permite que su fragmento Gtermina se trandogue a la membrana mitocondrid y la
permeabilize. Bax tiene un efecto smilar a BID mientras que Bcl-2 y Bcl-X. protegen la
integridad mitocondrid. La ruptura de la membrana mitocondrid externa permite la
liberacion de AlIF de los activadores de caspasas @poptosis inducing factor) y dd cit C,
produciéndose un bucle de amplificacion mitocondria. La apertura de poros en la
membrana interna también contribuye a la desestabilizacion a permitir la entrada de H™ en

la matriz mitocondrial y provocando de esta forma la caida del DY , y de la sintesis de

ATP.
El mantenimiento de la integridad mitocondrid es indispensable paa d buen

funcionamiento de la cdula, asi pues, mientras que la inhibicion de las caspasas protege
totalmente de la apoptosis inducida por la via de los receptores de muerte no ocurre o mismo
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con la sefid que va a través de la via mitocondrid, ya que la cdula morird igudmente a

poderiori debido a la disfuncion mitocondrid y de la cadena respiratoria (Cecconi et al.,
1998).

1.3.4.3. Lafamilia de Bcl-2

El proto-oncogén bd-2 (B-cel leukemia/lymphoma2) fue detectado por primera vez en
linfomas foliculares de células B, viéndose que en un 85 % de los casos estaba sobreexpresado
como consecuencia de una trandocacion entre los cromosomas 14 y 18 (Tsujimoto et al., 1985

y 1984); desde entonces se ha estudiado su relacion con € cancer.

Bd-2 da d nombre a toda una familia de proteinas homdlogas que estan repartidas en
dos grupos, € de los miembros anti-apoptéticos o factores de supervivencia, que inhiben la
muerte ceular por apoptoss como d propio Bcl-2, BckX,, Bclw, eic. y € formado por los
miembros pro-apoptéticos o promotores de la gpoptosis, sendo Bax € miembro mejor
edudiado ademés de Bcl-Xs, Bak, Bad, Bik, Bid, etc. En cada grupo, todos sus miembros
parecen tener las mismas funciones aunque hay cdulas que tienen preferencia por emplear a un
determinado factor de supervivencia (O'Connor e a., 1998). El ratio entre ambos grupos
contribuye a la susceptibilidad de las cdlulas frente las sefides de muerte.

Todas estas proteinas poseen entre uno y cuatro dominios a-hélice BH conservados
(dominios Bcl2 de homologia) llamedos BH4, BH3, BH1 y BH2, segin € orden en d que
goarecen desde d extremo N-termind y también poseen en la mayoria de los casos una region
de transmembrana (TM) en d extremo Ctermind que les permite emplazarse en las
membranas dd RE, nldeo, y en la membrana mitocondrid externa, las que no poseen esta
region de TM (como Al y Bad) o la tienen mutada se han vido en los mismos lugares, s
supone que debido a su interaccion con los miembros de la familia que s la tienen (revisado en
Bowenet al., 1998) (fig. 6).

La locdizacion subcdlular de los dos grupos es diferente en ausencia de sefides de
muerte; los miembros anti-gpoptéticos son integres de membrana (membrana nuclear,
mitocondriad y del RE), mientras que la mayoria de los miembros pro-gpoptéticos se localizan

en d citosol o @ citoesqueeto. La llegada de la sefid de muerte provoca cambios
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conformaciondes en los miembros pro-apoptéticos que permiten su  integracion en las

membranas, eypecidmente la membrana mitocondrid externa y  su homodimerizacion
(revisado en Gross et al., 1999).

ANTI-APOPTOTICOS
BH3 BH1 BH2 T™M

Hg. 6. Dominios BH de algunos miembros delafamiliade Bcl-2.

Los miembros de la familia de Bd-2 gercen su funcidon a dimerizarse a través de los
dominios BH, pudiendo formar homodimeros (Bck2/Bcl-2, Bax/Bax, BctX. /BckX, y Bcl-
Xs/BckXs) o heterodimeros (p.e. los formados por Bcl-2 con Bax, Bcl-Xs, Al y Bad, también
Bax con Bc-X., Mcll y Al y ademé Bc-X_ con BchkXs). El efecto de muete o de
supervivencia dependerd de como se combinen, asi, los homodimeros Bax/Bax promueven la
gpoptosis mientras que sus heterodimeros con miembros  anti-gpoptdticos tienen €  efecto

contrario (fig. 7).

X X
&
\\ ”

APOPTOSIS

Fig. 7. La consecuencia de la homo o heterodimerizecion de determinados miembros
de la familia de Bcl-2 sera la supervivencia o la muerte por apoptosis de la cdlula. Los
dimeros Bax/Bax promueven la apoptosis mientras que las combinaciones Bcl-X /Bax y
Bd-2/Bax protegen a la célula de la apoptosis. Los dimeros Bad/Bcl-X. y Bad/Bcl-2
favorecen laformacion de homodimeros Bax/Bax y de estaformalamuerte cdular.
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Egtudios in vitro han demostrado que & mecanismo por € que Bd-2 regula la apoptosis
es por su capacidad de formar candes a través de las membranas intracelulares, mecanismo
que comparte con BckX, y Bax. A nivd mitocondrid, Bcl-2 controlaria la permeabilidad de la
membrana evitando la abertura de candes que permitiesen la formacion de radicdes libres y la
sdida a citosol, entre otros componentes, del C&* y del citocromo C (revisado en Antonsson
& Martinou, 2000 y Vander Heiden & Thompson, 1999).

Como hemos visto antes, la induccion de la apoptosis a través de los receptores de
muerte también puede seguir una ruta que implique a los miembros de la familia de Bd-2, a

través de Bid, un substrato de la caspasa 8 (Gross et al., 1999) (fig. 5).

Bc-2 estd ampliamente expresada durante d desarrollo embrionario. Se sdbe que
favorece la supervivencia de la cdula frente a determinados estimulos apoptéticos como
tratamientos con UV, radiaciones-g, shock térmico, la ausencia de factores de crecimiento
(TGFb y TNFa), citoquinas, dgunas interleuquinas, infecciones virales, agentes promotores
de laformacion de radicales libres, etc. (Reed, 1994; Bowen et al., 1998).

Bc-2 también puede actuar como proteina adaptadora, interaccionando con otras
proteinas que no comparten ninguna homologia con los miembros de su familia, como Raf-1y
la cadcinewring, una fodfatasa que regula la activided de la familia de los factores de
transcripcion de NFAT (Srivestava @ al., 1999). Ensayos in vitro han demostrado que Bcdl-2
s trimeriza con Apaf-1 y caspasa9 de forma que este complgo quedaria secuestrado en la
membrana mitocondrid (Pan et al., 1997); asmismo, en edudios redizados en Caenorhabditis
degans s ha visto que Ced9 s une a Ced-4 y este a su vez activa a Ced-3, homdlogos de
Bck2, Apaf-1 'y caspasa 3 respectivamente (Chinnaiyan et al., 1997).

El incremento de la expreson de Bck2 (o BekX)) o la bga expreson de Bax favorecen
la carcinogéness d prolongar la vida de las cdulas y fadlitar ad la acumulachn de
mutaciones; los niveles de estos factores se han relacionado con la progresién tumora y con
una maa prognoss de digdintos canceres como los neuroblastomas, gliomas, linfomas,
adenocarcinomas de colon y préstata, melanomas, etc. (Reed, 1996). La sdoreexpreson de
Bck2 es capaz de inhibir la gpoptoss inducida por determinados agentes quimiotergpéuticos e
inducir resisencia a estos tratamientos anticancerosos, también es capaz de hacer que
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determinados agentes citotOxicos pasen a s citostéicos d promover d aresto dd cido

celular. (Reed, 1998).

La expresén dd gen bd-2 edta regulada de forma negativa por la proteina p53 mientras
que bax lo esta de forma postiva. La deleccion o mutacion de p53 puede llevar a un aumento
de la expreson de bcl-2 y a una disminucion de la de bax, blogueandose la gpoptosis de
pobleciones cdulares que experimentaran un crecimiento inadecuado. Las cdulas tumorades
que tienen niveles devados de los miembros anti-apoptdticos de la familia Bd-2 suelen ser
sedeccionadas porque aseguran @ correcto funcionamiento de la mitocondria a la vez que

inhiben determinados procesos gpoptdticos, manteniendo la viabilidad cdlular.

La familia de Bd-2 también interviene en d control dd cicdo cdula pues la

sobreexpreson de Bcl2 conduce a la parada dd ciclo y a que las cdulas £ vayan a
quiescencia (O'Connor et al., 2000).

1.3.4.4. Las caspasas

Las caspasas (cysteine-agpartate-proteases) son las moléculas efectoras de la gpoptosis
en mamiferos. Forman una familia de cisteinaproteasas que fragmentan sus substratos a
continuacion de los resduos aspartico de la que se conocen catorce miembros con una ata
homologia entre dlos (fig.9), aunque las caspasas 11 y 12 S8lo han sSdo identificadas en
ratones. Estén presentes en e citosol como pro-enzimas de 30-50 kDa, formados por un pro-
dominio y dos subunidades (una grande de 20 y ofra pequefia de 10 kDa), separadas en la
mayoria de las pro-caspasas por una region que serd diminada a activarse, bien por

autoproteolisis 0 através de otros miembros de lafamilia

El prototipo de las cagpasas es la cagpasal o ICE (interleukin-1b-converting enzame),

activador de la interleuquina-1b. La mayoria intervienen en la gpoptosis, mientras que las
capasas 1, 4 y 5 juegan un importante papd en la maduracion de las citoquinas y en la

inflamacion (fig.8).
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Fig. 8. Homologiay funcion delas caspasas.

Existen dos tipos de caspasas. las iniciadoras y las efectoras o0 gecutoras; las iniciadoras
(caspasa 2, 8, 9 y 10) poseen grandes pro-dominios y regiones de interaccion proteica; se
encuentran a inicio de las cascadas de activacion de la protedlisis, activandose en respuesta a
sefides de edrés, dafio cdular, o de muerte para entonces protedlizar y activar a las caspasas
dectoras, las caspasas efectoras (3, 6 y 7) poseen pro-dominios cortos y son activadas
predominantemente por otras cagpasas para entonces proteolizar diferentes substratos que
conducirdn findmente a la muerte de la cdula por apoptosis (Nufiez et al., 1998; Thornberry &
Lazebnik, 1998).

Las pro-caspasas 8 y 10 presentan dominios DED, y las pro-casgpasas 1, 2, 4, 5y 9
presentan dominios CARD (fig. 9); todas elas s uniran a moléculas adgptadoras con su
mismo dominio para que se produzca su activacion y la formacién de un heterodimero con las
dos subunidades; findmente, la asociacion de dos heterodimeros dard un tetrdmero con dos
centros cataliticos independientes (Waker et al., 1994; Wilson et al., 1994; Rotonda et 4d.,
1996) (fig. 9).

Prodominio

Subunidad pequefia O

Subunidad grande |:P W
—> —>

Pr o-caspasa Caspasa Tetramero
activa

Fg. 9. Proceso de activacion de las caspasas.
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Se conocen dos vias principaes de activacion de las caspasas. la via inducida tras la
activacion de los receptores de muerte y la via de la mitocondria (a través de la sdlida a citosol
dd citocromo C). Una vez activadas, las caspasas inactivardn rgpidamente a una serie de
proteinas que protegen a las cdulas de la apoptoss como la I“AP/DFF45, que inhibe a la
nucleasa responssble de la fragmentacion dd DNA (Liu e d., 1998) y la PARP, evitando con
dlo la repaacion dd DNA fragmentado y asegurando la irrevershilidad de la apoptoss
(Konopleva & al., 1999). Las caspasas intervienen directamente en la desestabilizacion de las
edructuras celulares cortando las lamininas que forman la lamina nuclear, edtructura rigida que
envueve a la membrana nuclear, provocando asi € colgpso de la ldmina nudear y
contribuyendo a la condensacién de la cromatina (Takahashi & al, 1996). También participan
indirectamente en la reorganizacion de las edructuras celulares d degradar diversas proteinas
implicadas en la regulacion ddl citoesqueleto, td es € caso de la gesolina (Kothakota et al.,
1997), la FAK (ocal adhesion kinase) (Wen e al., 1997) y la PAK-2 (p2l-activated kinase 2)
(Rudd & Bokoch, 1997). La membrana cdular sufre también cambios morfoldgicos
relacionados con la actividad caspasa sin perder su integridad, como la polimerizacion de la
acting, necesaria para la formacidn de los cuerpos apoptéticos (Martins & Earnshawarn, 1997).
Otra marca de la actividad de las caspasas es la disociacion de los mecanismos reguladores 'y
efectores de la cdula debido a la inactivecion de enzimas taes como la DNA-proteina quinasa
(DNA-PK), implicada en la reparacion del DNA, d factor de replicacion C, que participa en la
replicacion dd DNA y la U1-70K, implicada en € procesamiento de los mRNA (Cryns &
Yuan, 1998), aunque no se conoce bien la rdacion entre estos fendmenos de proteolisis con la

muerte celular.

1.345. Laproteolissdela PARP como indicador dela muerte celular por apoptoss

La PARP (poly-(ADP-ribose)-polymerase) es una enzima nuclear de 116 kDa implicada
en la reparacion de DNA cuya sintesis se activa cuando se produce la fragmentacion del DNA
y en preencia de proteines nucleares poli ADPribosladas. En una fase temprana de la
gpoptoss las caspasas fragmentan la PARP por proteoliss, obteniéndose un fragmento de
89%Da y otro de 24 kDa responsable de su actividad pues d quedar libre, esta pequefia fraccion
% une de forma irreversble a los extremos dd DNA fragmentado impidiendo € acceso de los
enzimas repaadores ded DNA, de forma que la protedliss de la PARP fadlita la
desorganizecion nuclear y asegura la irreversbilidad de proceso apoptético (Oliver e al.,

21



Introduccion

1999). La fragmentacion de la PARP también puede producirse durante la necrosis pero de

forma diferente, obteniéndose fragmentos de distinto tamafio a los producidos durante la
gpoptosis (Guillouf et al., 1999).

1.3.4.6. La actina

La actina es una proteina monomérica (actina G) presente en d citoesqueleto que
polimeriza formando los filamentos de actina (actina F), eda polimerizacion es dgo complga,
pues se trata de un no-equilibrio dindmico muy importante para cumplir con las funciones que
desempefia en la célula, como por gemplo durante € desarrollo, en la mitoss, en la movilidad

y en lasefidizacion celular (Theriot, 1997).

En la fase de gecucion de la gpoptoss las clulas sufren una serie de dteraciones
edtructurdes que conducen a su muerte como son la disminucién de la adhesidén cduler y los
contactos intercdlulares, cambios en la superficie de la cdula con aparicion de protusones que
causan un aumento en la movilidad y la reduccion dé volumen cdular. Durante este proceso,
s produce la fragmentacion de la actina asociada a membrana que une los polimeros de actina
con la membrana plasmética; eta rotura tiene lugar en una region diana para las caspasss,

aunque no se produce de forma directa por €ellas.

La relacion entre polimeros de actina y actina soluble se rompe a favor de esta Ultima en
elgpas muy inicides de la transformacion celular debido a ciertos cambios en las proteinas
reguladoras asociadas a los filamentos de acting estas modificaciones en € citoesqudeto de
actina guardan rdacion con d crecimiento anorma de las cdulas transformadas, su
incrementada  habilidad de metedtatizar y de adhesidén a los tgidos (Stournares & al., 1996).
Por todo dlo resulta muy interesante lograr una quimioterapia selectiva para estos filamentos
(Janmey, 1995; Zigmond, 1996; Tegpon & Hal, 1997; Assoian & Zhu, 1997). De hecho, la
actina es actuamente diana de un gran nimero de drogas con potencid antitumord; en los
Ultimos afios se han descubierto varias substancias derivadas de productos naturdes que
modulan la polimerizacion de la actina, muchas veces como Unico mecanismo. Estas drogas
también han sarvido para d edtudio de su dinamismo y funcién en la cdula porque son
inhibidores de la proliferacion. Otras dianas para la quimioterapia anticancerosa son todas las

proteinas accesorias que regulan la organizacion y funcién de la actina como la gdsolina y
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andogos, un regulador de la actina que funciona como supresor tumora que se encuentra
desregulada negativamente en muchas células tumorales (Asch et al., 1999; Koya & al., 2000)
0 inhibidores de la farnesi-transferasa, enzima que catdiza la union de Ras a la cara interna de
lamembrana celular (Jordan & Wilson, 1998; Mufioz, 1997).

13.4.7. LasMAP quinasas (MAPKS)

Con d nombre genérico de MAPKs (mitogen-activated protein kinases) se conocen a un
grupo de proteinas citoplasméticas con actividad quinasa encargadas de la trangmiséon de
sefides que llegan dd exterior y que activardn findmente determinados procesos en € nlcleo.
La principd diana de la sefid via MAP quinasa es la regulacion de la expreson génica,
promoviendo procesos como la proliferacion, la diferenciacion, d desarollo e induso la
gooptosis.  Los edimulos que activan a estos mediadores intracdulares son  multiples,
incluyendo los éseres de forbol, ionéforos y situaciones de estrés ambientd como las
producidas por las radiaciones ionizantes, @ choque osmético, € estrés oxidativo, las

citoquinas pro-inflamatorias,  LPS o por la activacion de ciertos receptores de membrana.

Tras la llegada dd egimulo la sefid puede seguir didintas vias MAP quinasas
independientes 0 con pequefias conexiones entre elas, de manera que mientras que agunos

estimulos son especificos para una sola via otros son comunes para dos o més, por lo que la
coordinacion entre estas rutas paralélas es muy importante; en mamiferos se conocen tres vias
MAPKs la de la subfamilia de las ERKs (extracdlular-sgnal-regulated kinases), la de las p38
MAP quinasss y la de las INKs Jun Nterminal kinases). En todos los casos se activan por la

doble fosforilacion de sus miembros (fig.10).

MAPKKK UMEKK IDMEKK-l I:]Raf-l
l .

AN
MAPKK/MEK D MKK3/6 ll:] MKK4/7 D MEK1/2

L |
-~
MAPK/ERK U p38 lDJNK/SAPK l:] ERK1/2

Fig. 10. Vias de transduccién de sefid delas MAP quinasas.
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El grupo de las INKs esta formado por unas 12 isoformas y d igud que las p38 MAPKs
s activan en dtuaciones de estrés ambiental como las mencionadas anteriormente, sendo muy
poco sensbles a los estimulos mitogénicos que llegan via Ras que sudlen ir via ERKs. Se cree
que la forma en la que d edrés cdular induce la activacion de las INKs es mediante la
activacion de los receptores de muerte como d TNF-R1 (a través de la proteina adaptadora
TRAF2y dela proteina quinasa RIP) o Fas (por medio del  adaptador Daxx) (fig. 4).

La fosforilacion de las JNKs conlleva a la fodforilacion de c-Jdun y esta mediada por
MKK4 y MKK7, cuya abundancia reldiva difiere segin d tgido, ademés, MKK4 también
puede fosforilar in vitro a p38. Por su parte, p38 también pueden fodforilar a ATF2 y de esta
forma regular también la activacion dd complgo AP-1 (revisado en: Hunter, 2000; Dauvis,
1999 y Kyriakis, 1999).

1.3.4.8. ¢Jun, cFosy & complgjo AP-1

c-Jun es un factor de transcripcion que dimeriza formando homodimeros o
heterodimeros con c-Fos o con miembros de la familia de ATF (como ATF2, d factor de
transcripcion activante 2). Estos dimeros constituyen € complgo AP-1, regulador de mdltiples
genes implicados en & crecimiento cedlular como oncogenes (entre elos, los propios ejun y c-
fos), genes supresores de tumores, genes de protessas implicadas en la invasvidad y en la
respuesta inflamatoria y genes de factores angiogénicos (VEGF), citoquinas y otros factores
reguladores del sstemainmune.

La expreson de c-Fos estda mediada por la activecion del demento de respuesta d suero
presente en @ promotor de c-Fos, mientras que € aumento de la expresdn de c-Jun esta
regulado por dos vias. en primer lugar, INK produce un incremento en la actividad de AP-1
gue activa la expreson de c-Jun a través de las regiones AP-1-like en € promotor de Gjun, en
segundo lugar, la fosforilacion de c-Jun provoca una disminucidn en su degradacion mediada

por laubiquiting, aumentando su vida media (revisado en Davis, 1999 y Kyriakis, 1999).
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1.3.4.9. La proteina-quinasa C (PKC)

Las proteinaquinasass C (PKCs) son unas serinaltreonina-quinasas que actlan como
mediadoras en la trangduccion de sefid de multiples viss Se activan por la hidrdliss de
fosfolipidos, sendo su principd activador d diecilglicerol (DAG). Los miembros de esta
familia desempefian un importante papd en la regulacion de numerosas funciones como son €
crecimiento y la diferenciacion cdular, la homeostasis, la activacion de los linfocitos By
tanbién en la agpoptods inducida por diferentes etimulos como determinadas drogas

antitumorales, TNFa, radiaciones ionizantes, etc. (McCubrey et al., 2000).

Se conocen unas doce isoformas (la expreson de las cuaes depende del tejido), que han
sido clasificadas en tres subclases:
- las isoformas convenciondes (cPKC): a, bl, bll y g Son moduladas por DAG,
fosfatidilserina (PS) y C&*
- lasisoformas nuevas (NPKC): d, e, h y g Estan reguladas por DAG y PS
- lasisoformas atipicas (@PKC): z iy | . Seactivan con laPS

Las PKCs contienen un dominio catditico en d extremo C-termind y otro regulador en
d extremo aminotermind que congta de un dominio de autoinhibicion, una Secuencia rica en
cigteinas de union d DAG (y a los ésteres de forbol) y un dominio en forma de b-hoja plegada

de unién a fosfolipidos &cidos con un bolsillo de unidon a Ca®*.

Las PKCs estén reguladas por la unién de mensgeros secundarios, por fosforilacion, por
su locdizacion subcdular y por la interaccion con proteinas especificas. El ciclo completo de
activacion de las PKCs va desde su asociacion d citoesqueleto cuando son recién sintetizadas,
la fosforilacion por una PKC quinasg la autofodforilacion y liberacion d citosol, d anclge a
isoenzimas especificos de unién a la membrana, la union dé DAG, PS 'y C&" (que incrementa
su afinidad por los residuos PS), y por la interaccion de la forma activa con proteinas diana que

guian d enzima hasta su substrato.

Las PKCs desampefian didtintos papeles en los bdances proliferacion/apoptoss/
supervivencia. Se ha asociado una bga actividad de la PKC con la apoptosis (Sanchez & al.,
1992) y también a la PKCi con la resstencia a muchos agentes apoptéticos (Murray & Fidds,
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1997). Hay sustancias inductoras de la apoptosis que lo que hacen es inhibir la PKC; otras
sustancias lo que hacen es activar a la PKCs, promoviendo asi la supervivencia cdular
(McCubrey et al., 2000; Lavin et al., 1996) (fig. 11).

La via PKC también regula parcidmente & proceso de la fosforilacién/desfosforilacion
de Bct2 y de esta forma, a través de la fosforilacion de Bcl2 previene la apoptosis (Murata et
al., 1997).

Los ésteres de forbol (promotores tumoraes andogos d DAG) activan las isoformas de
PKCs senshles y esto conduce a su agotamiento o disminucion porque a activarse, se pone en

marcha e proceso de degradacion de las PK Cs via ubiquitina (Lu et al., 1998).

FACTORES DE CRECIMIENTO

HORMONAS
ESTRES
Edteres de forbol
f v v " N
RAS [exc]

. &
<
MAP3K [] MEKK |D MEKK-1 [] Raf -1
Ta
MAPKK D MKK3/6 l]:] MKK4/7 D MEK12
L |
e
MAPK U p33 n:] INK/SAPK I:] ERK1/2

ATR2
Factores de D CHoP DATFZ [] RSK
MEF-2 cdun cFos

transcripcion

APOPTOS S

Fig. 11. Procesosde control de la apoptosisregulados através delaPK C.
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1.34.10. El factor detranscripcion NFkB

NFkB es un factor de transcripcién que forma parte de una via de transduccion de sefia
dependiente de PKC. Se sabe que puede actuar como inhibidor de la goptosis, sendo capaz de
bloquear la activacion de caspasa8 a través de la regulacion de ciertos genes que codifican
para |APs (factores inhibidores de la gpoptoss) y paa TRAFL2; también s ha viso que
inhibe la liberacion ded citocromo C mitocondrial induciendo la expresén de miembros anti-
gooptdticos de la familia de Bck2 (Park & Levitt, 1993; Khwaga, 1999; Wang et a., 1999).
También puede inducir la transcripcion de genes de respuesta inflamatoria como citoquinas y
receptores de citoquinas (Philpott et a., 2000) y més recientemente se ha descrito una
actividad pro-apoptdética a través de genes inductores de la apoptosis (Sohur et al., 2000; Israd,
2000; Lin et al., 1999).

NFKkB esta presente en d citosol en estado inactivo, formando parte de un complejo con
d inhibidor 1kB; su activacion se produce cuando kB es fosforilado en respuesta a diferentes
edimulos y entonces tiene lugar la separacion dd complgo y la diminacion de kB via
ubiquitina La forma NFkB libre es entonces trandocada d nicdeo donde activara la
trascripcion de diferentes genes diana, entre elos agunos implicados en la respuesta inmune
(fig.12).

O
f \4 Ik B quinasa

O
!

kB

T Seere™

b Transcripcion

NFkB

Fig. 12. Activacion del factor detranscripcion NF-KB.

13411 Lap53

El gen supresor p53 s encuentra mutado aproximadamente en la mitad de los tumores

humanos, la mayoria de estas mutaciones son puntuales pero provocan una dteracion ta en la
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molécula que lleva a la pérdida de su funcion, pasando de suprimir la aparicion de tumores a
promoverlos. Se trata de una proteina multifunciond, con un dominio de activacion
transcripcional, otro de unidn a secuencias especificas de DNA que hacen de dla un factor de
transcripcién, un dominio de oligomerizacion responsable de su  tetramerizacion 'y otro
carboxi-termind que modula la actividad transcripciond y de unidn inespecifica d DNA y
RNA.

p53 es basicamente un regulador de la expresdn génica, capaz de activar y reprimir
genes especificos. Interviene en € control dd ciclo celular, de la replicacion y de la reparacion
dd DNA, mattiene la estabilidad gendmica, activa la apoptoss y participa en la respuesta
celular a agentes externos nocivos. En respuesta a determinadas sefides de estrés, como serian
d dafio en d DNA, hipoxia o la activacion de oncogenes, sus nivdes aumentan debido a una
prolongacion de su vida media, que conduce d incremento la expresién de las proteinas p21 y
Gadd45 encargadas de producir d arresto celular hasta que se produzca la reparacion del dafio;
s d dafio es excesvo o irrepardble, P53 induwcird la expresion de bax y la represion de bd-2,
aunque también puede inducir la expreson de Fas, en cudquier caso, la consecuencia sera la
activacion de la gooptosis. pb53 también reprime la transcripcidn de otros genes  cuyos
promotores no contienen elementos respondedores a p53 conocidos, como ¢fos, cjun, IL-6 y
Rb (‘revisado en Lohrum & Vousden, 2000y en Thiede et al., 2000).

Recientemente se ha visto que p53 pertenece a una familia de proteinas, junto con p63 y
p73, con quienes comparte una gran homologia y la actividad transcripciond, € control de la
parada dd ciclo cdular y su participacion en la gpoptosis, aunque a parecer no comparten €
papel de p53 como supresor tumora y ademés tienen una importante participacion durante e
desarrallo. p73 se encuentra mutado en una gran variedad de tumores pero en € caso de p63,
sus mutaciones son menos frecuentes, se ha observado que formas mutantes de p53 inactivan a
p73 (revisado en Lohrum & Vousden, 2000).

1.3.5. Moddo deintegracién de la apoptosis

A modo de resumen hemos editado un esquema con las conexiones existentes entre las

digtintas vias de transmision de la sefid gpoptdtica agui comentadas (fig. 13).
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1.3.6. Apoptosisy enfermedad

La apoptoss es un proceso de muerte cdular que normamente se produce en beneficio
de organismo; dteraciones en ete mecanismo pueden causar didtintas paologias, asl pues,
dado que la gooptosis juega un papd muy importante en @ funcionamiento dd sSstema
inmunolégco, su carencia puede s causa de inmunodeficiencias o de enfermedades
autoinmunes, sendo responsable por tanto de infecciones virdes, SIDA, hepditis agudas o

cronicas, cirrosis, o del rechazo de transplantes.

Como consecuencia de una isquemia, tal es € caso de un infato o de un derrame
cerebrd, se produce la muerte de las células afectadas por necrosis pero en las zonas mas
periféricas también habra apoptoss.

También == ha sugerido que la apoptosis es d mecanismo subyacente de diversos
procescs neurodegenerativos como € Parkinson, € Alzheimer, la arofia muscular espind, la
retinitis pigmentosa, la esclerosis amiotréfica laerd, y diversas formas de degeneracion
cerebelar.

La hematopoyesis también puede verse dfectada por dteraciones en la gpoptoss
produciendo cuadros como @ de la anemia apldsica, la neutropenia crénica, sindromes
mielodisplasicos, etc.

Por dltimo, es bien sabido que falos en € proceso apoptdtico pueden llevar d desarrallo

de un cancer (revisado por Cameron & Feuer, 2000b).

1.3.7. Laapoptosis y la ter apia anticancer osa

A la vida de la gran importancia dd proceso de muerte cdular por gpoptosis en la
gparicion esponténea de canceres y en la respuesta de la cdlulas tumorades a tratamiento con
quimictergpia y radioterapia, pueden ser de enorme utilidad los agentes que sean capaces de
inducir la apoptosis en estas cdulas, y mas s actlian de forma independiente de p53, por ser

una diana preferente de mutaciones en céulas canceroses.
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La microbionta terrestre constituye un potencid de bioactivos con gran interés
biotecnoldgico, cuya blsqueda es actuamente una prioridad para numerosos laboratorios de
investigacion. Cerca de un 50% de los farmacos comercidizados hoy dia, entre los que se
encuentran los agentes anticancerosos, tienen su origen en seres vivos y la otra mitad esta
formado por productos sintéticos disefiados a semeganza de productos naurdes (Brinkmann,
1996).

Han ddo identificadas cietas baecterias patdgenas como inductoras de apoptoss
(Zychlindky & Santonetti, 1997, Arab & al., 1999); dgunas de dlas han desarollado
diferentes edtrategias para sobrevivir dentro del animd infectado, reduciendo sus defensas y
causindole la enfermedad. La muerte de cdulas dd dstema inmunoldgico puede representar
una gran ventga para las bacterias, ya que para dlas son las cdulas dd huésped més
peligrosas;, en este sentido se sadbe que Actinobacillus  actinomycetemcomitans  induce la
gooptosis de neutrdfilos polimorfonucleares, y que patdgenos del género Shigella sp. y

Salmonella sp. inducen la gpoptosis en macréfagos.

Se conocen dgunas toxinas de origen bacteriano como la leucotoxing, la a-toxinay la
hemolisna capaces de formar poros en la membrana de células eucariotas, provocando la
hinchazon de la cdula y asi su muerte; otras toxinas como la toxina diftérica y la exotoxinaA
inhiben la sintesis proteica, causando profundos cambios fisologicos que conllevan a la muerte
por apoptoss de las céulas infectadas (Chen & Zychlinsky, 1994). Actudmente = esta
edtudiando la aplicacién de moléculas de origen bacteriano en € tratamiento del cancer como
la verotoxina 1, componente activo de un preparado de bacteriocina de Escherichia coli que
actla induciendo la gpoptosis en las cdulas tumorades de animaes xenotransplantados (Arab et
al., 1998 & 1999); otros gemplos serian un amplio grupo de antibidticos antitumorales como
bleomicina, neocarzinogtaing, esperamicinalcdicheamicing, leinamicing, ec. que producen
dafios en d DNA por diferentes mecanismos, otra familia recientemente adada y
carecterizada de antibidticos antitumordes son los llamados kapurimicinas, producidos por
Streptomices sp. DO-115 y sgpurimicina producido por la cepa DO-116.

Uno de los primeros edudios en los que utilizd extractos de origen bacteriano para €

tratamiento del cancer fue en @ caso de lallamada ‘toxina de Coley'.
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1.3.7.1. Latoxina de Coley

A principios de sglo XVIII, médicos de la época se dieron cuenta de que determinados
enfermos de cancer modtraban una mejoria a desarrollar infecciones bacterianas. Un siglo mas
tarde, @ cirujano William B. Coley hdlé una serie de estudios que relacionaban los sarcomas
con la infeccion de erispeas (infeccion superficid de la pid debida a Sreptococcus sp.) v

quiso sacarle provecho a estas observaciones en beneficio de sus pacientes.

Coley intentd inducir estas mismas infecciones con Sreptococcus sp. en sus pacientes,
pero = encontré con varios problemas como fue € no poder controlar la infeccidn (los
antibidticos no se descubrieron hasta un dSglo después) o incluso pacientes que no llegaron a
infectarse. En 1892 empezd a utilizar Sreptococcus sp. muertos por caor consiguiendo
Unicamente ligeras mejorias, de forma que decidid incorporar en su tergpia d entonces
denominado Bacillus prodigiosus, hoy Sarratia marcescens, con la idea de que d hacer un
crecimiento  mixto, Sreptococcus incrementara su  virulencia Con estas modificaciones se
lograron importantes mejoras en los pacientes y, tras comprobar que éstas no eran debidas d
cultivo mixto de ambas bacterias, Coley pasd a obtener los cultivos por separado y a juntarlos
después, d tratamiento era aplicado a los pacientes por inyeccion diaia 0 cada dos dias
durante semanas o incluso meses, y mostré una gran eficacia en pacientes con sarcoma. De
hecho, d 90% de los resultados favorables se produjeron en tumores de origen mesodérmico

como sarcomas, linfosarcomas y linfomas, mientras que en pacientes con carcinomas los

resultados fueron précticamente nulos (tabla 1).

PACIENTESTRATADOS CON LA TOXINA DE COLEY ANTESDE 1940
Tipo de cancer Total A B C D E
Sarcomas de tejido blando 104 3B 12 17 15 2
Linfosarcomas (linfomas) 50 24 7 4 7 8
Osteosarcomas 3 2 1 - - -
Carcinomadeovario 4 1 2 - - 1
Carcinomade cérvix 2 - 1 - - 1
Testicular 18 10 2 3 2 1
Rena 6 3 - 1 1 1
Mielomamdltiple 1 - - 1 - -
Carcinomacolorrectal 2 1 1 - - -
Carcinomademama 14 8 4 2 - -
Melanoma 6 2 3 - 1 -
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Tabla 1. Resultados obtenidos a tratar con la vacuna de Coley a pacientes
considerados inoperables. Clasificacién hecha en funcién de la respuesta a tratamiento: A)
no hubo respuesta; B) presentaron una respuesta inicial pero recayeron en 5 afios; C)
superaron la enfermedad pero sufrieron recaidas en 510 afios, D) superaron la enfermedad
pero presentaron recaidas en 1020 afios; E) vencieron la enfermedad y no mostraron

signos de recaida en un minimo de 20 afios.

Tras la muerte de Coley en 1936, d interés clinico por su vacuna fue cediendo d uso de
la quimiotergpia y la radiotergpia En los afios 60 se aplicd de nuevo su tratamiento pero sin
&xito, debido a que no se hizo una sdeccion de los pacientes a tratar (menos ded 10%
presentaban sarcomas) ni se aplicd correctamente (la mayoria de los enfermos habian recibido

0 estaban recibiendo quimioterapia, radioterapia o ambas).

Hoy dia, a la combinacién de estas dos bacterias muertas por caor, € gram-postivo
Sreptococcus y € gramnegaivo S marcescens se la conoce como la taxina de Coley y la
explicacion dd éxito que este tratamiento tubo en su momento se cree que fue debido a la

posihilidad de que muchos de los tumores de origen mesodérmico sean inmunogénicos (Rook,
1992; Starnes, 1992).
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2. Serratia marcescens

Srratia marcescens es un bacilo  gramnegativo perteneciente a la familia de las
Enterobacteriaceae Esta bacteria sgprdfita habita nichos ecoldgicos tan variados como aguas,
suglos, are, plantas y animdes, sendo frecuente también en dimentos ricos en amidones
(Grimont & Grimont, 1993); crece en condiciones extremas, inclusve en presencia de
desinfectantes, antisépticos, y en agua dedilada Se trata de una patdgena oportunista,
regponsable  de numerosas  infecciones  nosocomides  en  pacientes  hospitalizados v
heroindmanos, provocando cuadros infecciosos del tracto respiratorio y urinario, septicemia,
meningitis, endocarditis e infeccion de herides (Hgazi & Fakiner, 1997). Puede presentar
flagdos 0 no, segln edé creciendo en un medio liquido o sdlido (O'Rear et al., 1992,
Matsuyama e al., 1995). S marcescens s caracteriza por la capacidad que tienen dgunas
cepas de producir € pigmento prodigiosing, de un color rojo caracteristico.

2.1. CARACTERISTICASDE LA FAMILIA DE LASEnterobacteriaceae

La familia de las Enterobacteriaceae esta formada bacilos gramnegativos no
egporulados, no moviles o moviles por flagelos peritricos, quimiorganotrofos, anaerobios
facultativos y oxidasa negativos, con necesidades nutriciondes smples. Esta familia esta
compuesta por un grupo relativamente heterogéneo de bacterias en cuanto a su ecologia,
huéspedes que las abergan y por su potencid patogénico para humanos, animaes, insectos y
plantas. Actudmente consta de 30 géneros y s la conddera responsable dd 50% de las
infecciones nosocomiades, principamente causadas por Escherichia coli, Klebsidla sp.,
Enterobacter sp., Proteus sp., Providencia sp. y Sarratia marcescens (Holt et al., 1994).

2.2. HISTORIA DE Serratia marcescens

En 1823, Batolomeo Bizio describié d microorganismo responssble de la pigmentacion
pUrpura de la llamada menta sangrante como a un pequeiio hongo d que denomind Sarratia
marcecens (Bizio, 1824) en memoria d fidco itdiano Serafino Serrati, inventor dd buque de

vapor. El témino ‘marcescens procede de latin y hace referencia a descomposicion y
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putrefaccion, fendmenos asociados a la primera descripcidn que se hizo de ede

microorganismo.

Muchas son las higtorias que se cuentan de esta bacteria. En d afio 332 aC. los soldados
macedonios protagonizaron un largo sitio a la ciudad de Tiro; la gparicion manchas de ‘sangre
en d pan les asustd, pero se camaron cuando un mago lo interpretdé como sefid de buen
augurio; segun é, como las motas rojas habian aparecido en d interior de los panes sgnificaba
que la dedtruccion dcanzaria a todos aquelos que estuviesen murdlas adentro, asi que los
soldados de Algandro Magno Sguieron con d dtio hasta que findmente cayd la ciudad,
victoria que les axri6 d camino a la conquista dd Este. En la Edad Media en ocasiones
aparecian manchas rojas en las hogstias consagradas que eran confundidas con gotas de sangre;
estos fendmenos eran consderados milagros, cuando en redlidad probablemente se debieran a

colonias pigmentadasde Serratia sp. (Gaughran, 1969).

Durante muchos afios, a estos microorganismos productores se les llamd Bacillus
prodigiosus, la bacteria de los milagros, d rdacionala seguramente con los fendmenos
religiosos antes descritos; DeToni y Trevisan (1889) fueron los que la cladficaron como
bacteria y fue por sus propiedades biogquimicas por lo que findmente pasaron a s&r
consideradas enterobacterias y clasificadas como Serratia (Breed & Breed 1927; Buchanan,
1918).

Desde un principio, han sdo muchos los organismos clasficados dentro del género
Sarratia; la primera edicion dd “Bergey’'s Manud” (Bergey e al., 1923), incluia 23 especies,
27 especies la cuarta edicidn, y solamente una en la octava edicion, denominada S marcescens
(Sakazaki, 1974). Actudmente, Grimont & Grimont (1993) describen 10 especies, de las
cudes solo tres son capaces de producir € pigmento prodigiosna: S plymuthica, S rubidaea y
algunos biogrupos de S marcescens.

23 EL PIGMENTO PRODIGIOSNA

Prodigiosna es un pigmento rojo con estructura de tripirrol lined y con un peso de
32344 ddton (férmula molecular CxoHesNsO). No es difusble, es senshle a la luz (Yu, 1979)
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y es inluble en agua, moderadamente soluble en acohol y éer y soluble en cloroformo,

bromoformo y benceno (Index Merck).

E. Kraft le dio d nombre a la prodigiosna, designando con é a pigmento formado por
Bacillus prodigiosus (Kraft, 1902); pogteriormente fueron apareciendo nuevos pigmentos con
la misma estructura quimica basica que la prodigiosina y con dlos se formo la familia de las

prodigiosines.

A S marcescens e le pueden atribuir la sintesis de unas 1000 proteinas, un 1% de las
cudes son enzimas implicadas en la sintesis de la prodigiosing, se trata de una maguinaria muy
importarte para la sintess de una sustancia que no parece desempefiar ninguna funcion esencid
para la bacteria (McQuillen, 1965), pues a la prodigiosna se la consdera un metabolito
secundario, compuesto  inneceskyio paa @ metabolismo de la cdula producido
mayoritariamente una vez dcanzado d crecimiento estacionaio dd  organismo (fase de

senescenciadd cultivo).

2.3.1. Estructura de la prodigiosna

La edructura de la prodigiosha se corresponde con @ 2-metil-3-perntil-6-
metoxiprodigioseno 0 2-méil-3-pentilprodiginina, segin  se consdere d esqueleto  como
prodigioseno (Hearn et a., 1970) o prodiginina (Gerber, 1969), que se diferencian Unicamente
por & grupo metoxi del segundo pirral (Fig.1. ay b).

A) B) OCHs

N ==
NH N N

NH NH

Fig.1. A) Nucleo ddl prodigioseno. B) Nuicleo delaprodiginina

2.3.2. Sintesis de laprodigiosina

En la sintesis de la prodigiosna se forman primero una serie de intermediarios por dos

rutas independientes que findmente convergen para dar @ pigmento. Existen numerosos
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mutantes de S marcescens que interrumpen la sintess en agun precursor; entre dlos edta
mutante 933, que forma d hipirodl MBC (4-metoxi-2,2-bipirrol5-carboxadehido), € mutante
WF, que sintetiza € monopirrol MAP (2-metil-3-amilpirral), y d mutante OF, que forma la
norprodigiosna  (2-metil-3-pentil -6-hidroxiprodigioseno) (Morrison, 1966, Mody e a., 1990)
(fig. 2).
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Fig.2. Esquemade labiosintesis de prodigiosina por S marcescens.

Sdlo los biogrupos dtamente ubicuos de S marcescens sintetizan prodigiosing, los que
no la producen acostumbran a sar deficientes en € enzima de condensacion (Ding & Williams,
1983). Otros géneros bacterianos sintetizan pigmentos de la familia de las prodigiosinas, como
Sreptomyces  codicolor  (undecilprodigiosna, UP)  Streptomyces  hiroshimensis  (prodigiosina
25-C, PrG), y Pseudoalteromonas denitrificans (cicloprodigiosina HCI, cPrG-HCl).

Se ha estudiado la rdacion entre la produccion de prodigiosna y la movilidad de
Serratia sp. Una variacion en la composicion de los flaglos, ya sea por la adicion, deeccion o
sudtitucion de aminoacidos, cambia la antigenicidad dd flagelo; este cambio producido en la
superficie de un microorganismo esta asociado con su patogénesis, pues es una forma de
exapar dd sstema inmunoldgico dd huésped (Paruchury & Harshey, 1987). Kobayashi &
Ichikawa (1990) han sugerido que la formacion de flagdo es inversamente proporciond a la
biosintesis de prodigiosina en cultivo liquido, hecho que explicaria por qué la mayoria de los
adamientos obtenidos de la clinica son muestras no productoras de pigmento (Aucken, HM,
1998).
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La sinteds quimica de prodigiosina ha sdo llevada a cabo por distintos autores, agunos
de los cudes han utilizado para dlo los precursores hioldgicos (Rapoport & Holden, 1960
&1962; Rokem & Weitzman, 1987; Boger & Patel 1988; Wasserman et al., 1999).

2.3.3. Condiciones de crecimiento de Serratia marcescens para favorecer la produccion de

la prodigiosina
2.3.3.1. El medio de cultivo

Los requerimientos minimos que necesta un medio de cultivo para que S marcescens
sintetice la prodigiosina son: saes inorganicas, glicerol como fuente de carbono y sdes de
amonio como fuente de nitrégeno (Bunting 1940). Un medio de cultivo que contenga glucosa
como fuente de carbono y energia no permitira la sintess de prodgiosina. Para favorecer d
méximo la formacion de pigmento, € crecimiento ha de ser en medios con glicerol
(Rjazantseva ¢ al., 1994). El empleo de un medio que contenga solamente peptona y glicerol

en agua dedilada es nutriciondmente suficiente para obtener prodigiosna en abundancia
(Goldschmidt & Williams, 1968; Bunting , 1949) (fig. 3).
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Fig. 3. Cinética de crecimiento y biosintesis de prodigiosna (Quadri & Williams,
1972).
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El pH, los iones y los detergentes también son factores limitantes para la obtencidn de la
prodigiosna (CaCl,, sdes de hierro, fosfatos, etc.) (Sole et al., 1994; Feng et al., 1982;
Slverman & Mufoz, 1973); un gemplo seria a nive de NaCl: mientras que un 4% es la
concentracion idonea para obtener un buen rendimiento, con un 8% de NaCl se impide la
sintesis de la prodigiosna (Rjazantseva et al., 1994). De todas formas, hay que tener en cuenta
gue estos resultados pueden variar seglin seala cepa estudiada.

2.3.3.2. El entorno

La dintess de la prodigiosina requiere condiciones aerdbicas, sendo buenas las
condiciones de crecimiento que favorezcan la oxigenacion dd cultivo (p.e, aplicando una

agitacion fuerte) (Heinemann et al., 1970).

El tiempo de incubacion necesxrio para obtener una buena sintess dd pigmento
dependera dd medio de crecimiento y de las condiciones dd cultivo (temperatura), pero en

generd se considera que alas 48 horas € rendimiento es bueno (fig.3).

La temperaura de crecimiento dptima para S marcescens es de 30-37°C, y la requerida

para obtener una buena pigmentacion es de 27-30°C (Williamset al., 1971).

La produccion de la prodigiosna estd directamente relacionada con la presencia o
ausencia de luz durante d cultivo; asi pues, la maxima obtencién del pigmento en un cultivo
con luz s produce a los 2-3 dias, mientras que a oscuras, € tiempo necesario es de 34 dias,
curiosamente, € mayor rendimiento se obtiene en los cultivos sin luz (Rjazantseva & dl.,
1994). Por otra parte, la luz es responsable a su vez de la fototransformacion de prodigiosina
(Yu, 1979; Rjazantseva et al., 1994).

Las condiciones de crecimiento idoneas de los mutantes en la via de la sintess de la

prodigiosna y para la obtencion de los pigmentos son las mismas que las que se acaban de
describir (Williams, 1967).
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2.3.4. Localizacion intracelular dela prodigiosna en Serratia marcescens

La locdizacion de la prodigiosna en S marcexens es bastante controvertida; asi, ha
sdo descrita a nivel de la pared cdular (Tsang & Feng, 1971), ubicada en d periplasmao en la
caa externa de la membrana citoplasmética (Vifies & al., 1983) y también se ha descrito su
presencia en unas vesiculas citoplasmédticas de secrecion que contienen a Su vez proteasss,
nucleasas y una proteina de 100 kDa a la que s asocia la prodigiosna (Matsuyama & al.,
1986; Kobayashi & Ihikawa, 1989; Kobayashi & lhikawa, 1991).

2.3.5. Funcion de la prodigiosna en Serratia marcescens

No se conoce cua € pape que desempefia la prodigiosna para S marcescens, aunque se
redizaon numerosos estudios unas décadas aras que han permitido hacer algunas
suposiciones. Se sabe que muchos pigmentos actlan como antibidticos, entre €dlos la
prodigiosina, sendo mas eficaz frente a gram-postivos (Gerber, 1975); también actla como
fungistatico y como fungicida y frente a protozoos, habiéndose ensayado incluso en ratones
infectados con madaria (Castro, 1967; Gerber, 1975, Meo & a., 2000). Se ha visto que
funciona como fotosensibilizador, produciendo la muerte de otras bacterias y permitiendo asi
que S marcescens colonice € medio (Roth, 1967; Batlett et al., 1970), por lo que se cree que
pueda gercer un pape protector en condiciones desfavorables en las que d crecimiento esta

comprometido (Akimenko & Trukto, 1991).

24. LA MEMBRANA EXTERNA DE LASBACTERIASGRAM-NEGATIVAS

La membrana extena de los gramnegetivos estd Stuada por encima de la capa de
peptidoglicano, que en su caso es bastante pobre en grosor y con un bgo grado de
entrecruzamientos entre las cadenas de glicano y es responsdle de la rigidez y de la resgtencia
de la pared (formada por la membrana externa y € peptidoglicano). La membrana externa tiene
la edtructura tipica de una membrana unitaria, formada por una bicgpa lipidica, con proteinas,
dgunas de dlas formadoras de canales como las porinas, que acostumbran a formar trimeros

dando lugar a un cand transmembrana responsable en pate de la permesbilidad de los
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nutrientes; también contiene fosfolipidos y grandes cantidades de un lipido especid, €
lipopolisacérido (LPS) (fig. 4).

Espacio extracelular porin

00000000

MMMM& Glicer ofosfolpidos

Fig. 4. Envudtadelas bacterias gram-negativas.

2.4.1. El lipopadlisacarido (LPS)

El LPS s encuentra exclusvamente en la cara externa de la membrana, en lugar de los
fosfolipidos. Desde un punto de visa quimico es muy diferente a estos fosfolipidos de
membrana, pero fisicamente tiene propiedades similares, pues posee un extremo hidréfobo que
s inseta en la zona hidréfoba de la membrana y otro hidréfilo situado en la parte externa la
composicion quimica de este heteropolisacarido fosforilado varia seglin los grupos de bacterias
y presenta un peso molecular medio de 10 kDa Se trata de una molécula complga, formada
por tres regiones digtintas:

- H lipido A, que es la region hidréfoba de anclge a la membrang; esti formada por seis o

Sete &cidos grasos, todos dlos saturados, unidos a un dimero fosforilado de glucosamina.

- Laregion centrd R, llamada también nlicleo o ‘corazdn’, estd formada por una cadena corta
de azlicares (oligosacarido) unida a un resto de la glucosamina del ipido A y a la cadena
laterd O.

- La cadena laterd hidrdfila O, conocida también como antigeno O, es responssble de la
inmunogenicidad de los gramnegetivos, esa formada por muchas unidades repetides
de tetra- 0 pentasacaridos y varia de una cepa a otra; locdizada en la parte més externa
de la porcion polisscaida, actla como barrera entre € medio y d interior de la cdulg
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au fuerte carécter hidrofilico proporciona a la bacteria una gran resgencia frente a
determinados mecanismos de defensa dd huésped, como sarian la  fagocitoss
leucocitaria y la activided bectericida dd complemento (Taylor, 1983); ademés, debido
a su impermesbilidad, protege a la bacteria de la accién de vaios agentes como la
lisozima, la bedisna y la proteina leucoditaria, muy toxicos para los grampostivos y
también frente a las sdes hilies y enzimas propios dd tracto digestivo de los
mamiferos, a los antibidticos hidrofébicos como macrdlidos, rifamicines y actinomicina

D y alos colorantes como eosng, azul de metileno y verde brillante,

El LPS es responsdble de los fendbmenos asociados a las infecciones de los gram
negetivos cuando es liberado a medio (en pequefias cantidades cuando estén creciendo y en
grandes cantidades cuando mueren), jugando un papd principd en la patogenicidad y
virulencia de muchos gramnegativos, entre dlos S marcescens (Pdomar et al., 1993) y

también se ha visto que es capaz de inducir apoptosis en macréfagos (Valedor et al., 2000).

25 OTROSPRODUCTOSEXTRACELULARESDE Serratia marcescans

S marcescens es productora también de numerosas sustancias, dgunas de las cuaes
pueden s consideradas como factores de virulencia Entre estos productos estan la
serrawetting, un biosurfactante que le ayuda en la colonizacion de supeficies (Masuyama, et
al. 1986; Hines e al., 1988), enzimas como las quitinasas, lipasas y las cloroperoxidasas
(Hgazy & Fakiner, 1997), la HasA, proteina de unidn a grupos hemo (Letoffe et al., 1999) y
la benzonasa, una endonucleasa comercidizada (Meisset al., 1995; Johannes & Obe, 1994).

26. EL PRODIGIOSANO

Con d nombre de prodigiosano se ha descrito en la literatura rusa a un polisacérido
obtenido de S marcescens, probablemente un lipopolisacarido, d que le han atribuido cierta
actividad antitumora (Tishchenko & Guseva, 1987; Shevchenko, 1987; Guseva & Tishchenko
1989) y que ha sdo utilizado también en d tratamiento de varias infecciones. Este compuesto

no debe confundirse con la prodigiosing, con la que sblo comparte laraiz del nombre.
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2.7.LA CAPSULA DE Serratia marcescens

Curiosamente, en los afios 60 le atribuyeron a S marcescens propiedades antitumordes y
e responsabilizé de este efecto a la cdpsula, cuya produccién se considera muy poco frecuente
en d caso dd género Sarratia (Adams & Young, 1966).
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3. EL CANCER

Bgo d término cancer se agrupan un conjunto de enfermedades que se caracterizan por
una proliferacion excesva y descontrolada de las cdulas que invaden y dafian tgidos y
Organos, provocando findmente la muerte de individuo. Actudmente es la segunda causa de
muerte en d mundo desarollado, donde una de cada cinco personas falece como
consecuencia de esta enfermedad (fig. 1). Las estadisticas muestran que esta enfermedad afecta
cada afio en Espafia, uno de los paises de Europa con menor incidencia de cancer, a unas

150.000 personas de las cuaes sdlo una tercera parte sobrevivira ala enfermedad.

MUERTES NUEVOS CASOS MUERTES NUEVOS CASOS
31% Pulmdn 29% Prostata 25% Pulmén 29% Mama
13% Prostata 15% Pulmon 16% Mama 13% Pulmon
10% Colony recto 10% Colonyy recto 11% Colony recto 11% Colon y recto
5 % Pancreas 6 % Aparato urinario 5% Pancreas 6 % Cuello de (tero
5% Linfomas 5% Linfomas 5% Qvario 4% Ovario
4% Leucemia 4% Melanomade piel 5% Linfomas 4% Linfomas
3% Esofago 3%Ora 4% Leucemia 3 % Melanoma de piel
3% Higadc 3% Rifi6n 2 % Cuello de Gtero 3 % Aparato urinario
3% Aparato urinario 3% Leucemia 2 % Cerebroy sist. nerv. 2% Pancreas
3% Estomagc 2% Pancreas 2 % Estémago 2% Tiroides
20% Otros 20% Otros 2% Mieloma 25% Otros
21% Otros

Fig. 1. Datos estadisticos de la American Cancer Society que reflgan la incidencia de
nuevos casos de cancer y la mortalidad producida por esta enfermedad en € afio 1998
(Landiset al., 1999).

El origen de los tumores s encuentra en la pédida ddl control de una cdula que
adquiere mayor capacidad de proliferacion e incluso pierde la capacidad de diferenciarse,
como consecuencia de una mutacion iniciadora o de la acumulacion de varias mutaciones en
proto-oncogenes, genes supresores de tumores, 0 en genes de reparacion del DNA; a partir de
aqui, la cdula puede volverse més agresiva cada vez d seguir adquiriendo nuevas dteraciones.
Estas mutaciones pueden deberse a mlltiples causas, entre las que se encuentran las debidas a
los carcinbgenos, agentes externos que causan mutaciones en los genes responsables del
control de la proliferacion y de no invason de la cdula. El proceso acumulativo y secuencid

que acompafia ad desarrollo de las neoplasias guarda relacion con un incremento no lined de la
incidencia de cancer con la edad.
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Un tumor benigno es agud que esta formado por un conjunto de células cancerosas sin
capacidad invasora, permaneciendo por tanto en d lugar anatémico donde se han originado,
mientras que un tumor maligno es @ que esta constituido por culas cancerosas con capacidad
invasva y de dispersdn a otros tdidos. La gravedad de esta enfermedad radica principalmente
en la poshle exigencia de metdstasis, tumor secundario originado por la diseminacion de

céulas cancerosas procedentes de un tumor primario, € formado en € tgjido origind.

En € s humano se han reconocido y clasificado més de 100 tipos distintos de canceres
segin su origen (cuadro 1). El 90% de los tumores son generados por céulas epitdides de
origen ectodérmico y endodérmico, denominados carcinomas, los de origen mesodérmico
deivan de cdulas dd tgido conectivo 0 muscular y se llaman sarcomas; por Ultimo estan los
originados por cdulas dd torrente sanguineo como las leucemias, linfomas y midlomas. La
fdta de tratamientos eficaces para los carcinomas radica en la gravedad de dguno de dlos,
como los melanomas, que adquieren rdpidamente la capacidad metastésica y son generamente
fatales.

ORIGEN TUMORES REPRESENTATIVOS
é Piel Carcinomade |as células basales
% g Glandulamamaria Carcinomade mama
>8 Neuronas Neuro blastoma
g Célulasdelaglia Glioblastoma
Célulasdelaretina Retinoblastoma
Melanocitos Melanoma
Hueso Osteosarcomas
§ Tejido fibroso Fibrosarcomas
g E Cartilago Condrosarcomas
g Mdsculo Rabdomiosarcomas
% g Vaso sanguineo Hemangiosarcomas
[algS Célulasadiposas Liposarcomas
Eritrocitos Leucemiaeritrocitica
Linfocitos Leucemialinfociticay linfoma
\
8 Veigaurinaria Carcinomadevejiga
-% g Pancreas Carcinomade pancreas
g 8 Colon Carcinomadecolon
i) Pulmén Carcinomade pulmon
Tiroides Carcinomadetiroides
Higado Carcinomahepatico

Cuadro 1. Ejemplos de tumores humanos seguin su origen.
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31 LA TERAPIA ACTUAL CONTRA EL CANCER

Hasta € momento no existen tratamientos eficaces contra € céncer. La incidencia y la
mortalidad continllan aumentando a pesar de los avances logrados en las Ultimas décadas y de
las campafias orientadas a la prevencion y a la deteccion precoz de dgunos canceres, pues las
metéstasis siguen siendo las principaes responsables del fracaso de los tratamientos gplicados.
Son varios los motivos que explicarian este incremento constante del nimero de casos y la
fdta de tratamientos redmente curativos, como € aumento de la esperanza de vida, los maos
hébitos dimenticios, factores ambientales (exposicion excesva a sol), € tabaco, etc. Por otro
lado eda la fdta de especificidad de los agentes antitumordes, d tratamiento ided es ague
que logra la muerte sdectiva de las cdulas tumordes y los farmacos anticancerosos de que se
digpone hoy dia destruyen a su vez muchas cdulas sanas con la condguiente aparicion de

efectos colateraes, lo que limitalas dos's prescritas.

3.1.1. Lacirugia

La cirugia tiene € objetivo de extirpar totamente € tumor. Sigue sendo la mgor opcion
en la mayoria de los canceres y se puede gplicar en combinacion con la radiotergpia, la
quimioterapia y la hormonoterapia como tratamientos adyuvantes. Lamentablemente, su uso
eda limitado a unos cuatos tumores sdlidos y su eficacia depende en gran parte de la

existencia o0 no de metéstasis.

3.1.2. Laradioterapia

La radiotergpia condste en la irradiacion con rayos X y rayos g de las cdulas maignes.
Con su uso se pretende impedir la proliferacion de las células y suele ir asociada a la cirugia
Es una tergpia locdizada que se fundamenta en la induccion de dafios moleculares en las
clulas d s irradiadas. Las lesiones directas en d DNA son las reamente responsables de
éxito, aunque no deja de ser una ama de doble filo puesto que estas lesiones tamhién pueden
inducir resstencias, principad inconveniente de esta tergpia junto con los efectos secundarios

que provoca.
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3.1.3. Laterapia antihormonal

La tergpia antihormond intenta evitar € efecto promotor tumoral de ciertas hormonas
como son los estrégenos o los andrégenos, que inducen la proliferacion de las cdulas
tumorales. Un gemplo de su aplicacion seria para € tratamiento de adgunos canceres de mama
en los que se estan utilizando farmacos que actlian sobre d receptor de los estrégenos (ER), ya
sean agonistas parcides tipo tamoxifeno, 0 antagonistas puros como € IClI 182.780 y € ICI
164.384. De momento con esta tergpia lo se han conseguido efectos trandtorios, ademés de
presentar  nUMerosos  inconvenientes como son la induccion de tumores de endometrio,

osteoporosis, resistencias, etc.

3.1.4. La quimioterapia

La quimioterapia 2 basa en d empleo de agentes quimicos citotoxicos de los que se
espera que actlen de forma sdectiva sobre las cdlulas cancerosas, aunque la mayoria no lo
consigan. En € dia de hoy son solamente unos 50 los farmacos que se estén utilizando en
quimiotergpia, generdmente combinandolos con otras terapias para conseguir una mayor
eficacia y disminuir € desarrollo de resigencias, d tiempo que reducir las dosis de cada uno a
los limites aconsgables de su toxicidad, empleando muchas veces tergpias didtintas de forma
consecutiva.

Estos farmacos se clasifican en dos grupos. los que actlian a nivel de sintesis de DNA y
los que lo hacen sobre componentes citoplasméticos esencides para la divison cdular; parece
s que estos agentes causan lesones en € DNA desencadenando la muerte cdular por
gpoptosis (cuadro 2). Las cdulas que tienen mutados genes implicados en la induccidon de la
gpoptosis suelen ser més resistentes a este tipo de tratamientos (p.e. p53, bd-2).
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Agente quimioterapico

Grupo

M ecanismo de accién

5-fluorouracilo

Anélogo de pirimidina
Otros: 5-azacitidina, citarabina

Otros: carboplatino

Fludarabina Andlogo de la adenosina Inhibidores de la sintesis
Otros: pentostatina de DNA
Metrotexato Antagonistadel acido folico
Carmustina Nitrosourea
Otros: lomustina, clorozotocina .
- - - - Alquilantes del DNA
Cisplatino Derivado del platino quitantes de

Ciclofosfamida

M ostaza nitrogenada
Otros:. ifosfamida, melfalén,
clorambucilo

Seintercalaen € DNA

Doxorubicina

Antibidtico (antraciclina)
Otros: daunomicina, epirrubicina,
mitoxantona

Etoposido
Mitomicina

Vinblastina

Alcaloide vegetal, epipodofilotoxina
Otros: tenipésido

Antibiotico

Otros: bleomicina, actinomicinaD
Alcaloide

Otros: vincristina

Inhibidores de la
Topoisomerasall

Seunea DNA einhibela
replicacion y transcripcion
Inhibidor de la polimeriza-
cion demicrotibul os

Cuadro 2; Principal es agentes citotdxicos utilizados en la quimioterapia anticancerosa.

La quimiotergpia se puede aplicar como terapia primaria frente a determinados canceres
como son agunos linfomas, tumor de Wilms, carcinoma microcitico de pulmén, etc.; también
se administra en pacientes en los que no es posible gplicar otra terapia por lo avanzado de la
enfermedad y en combinacion con la cirugia (vgiga, mama, laringe, algunos sarcomas).
Aunque para agunos canceres e puede considerar que la respuesta es bastante favorable
(testiculo, linfomas, leucemias), existen otros muchos que no responden a estos tratamientos
(melanoma, pancress, etc.). La curacion por quimioterapia se produce Unicamente en un 15%
de los tumores avanzados. De la dlasificacion de los canceres humanos seglin su sensihilidad a

la quimioterapia se deduce que en la mayoria de los canceres mas importantes, los avances son

pequefios y en agunos casos précticamente nulos (cuadro 3).
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Leucemialinfocitica aguda (nifios)
Linfoma de Burkitt
Linfomade Hodgkin

Respuestaaceptable: Linfoma agresivo de tipo no Hodgkin (histocitico difuso, etc.)
aumentodela Tumor de W ilms
supervivenciay algunas Rabdomiosarcoma embrionario

Sarcomade Ewing

curaciones A v
Céncer detesticulo
Coriocarcinoma gestacional
Leucemias. mielogénicaaguday cronica, linfocitica cronica
Linfoma menos agresivo de tipo no Hodgkin (nodular)
Respuestamoderada: Neuroblastoma
efectos paliativosy Carcinomade mama
probable aumento dela Midomamditiple
supervivencia Carcinomade endometrio

Carcinomamicrocitico de pulmén
Osteosarcoma
Carcinomadeovario

Melanoma
Carcinomade higado
Carcinoma no microcitico de pulmén

Respuestaminima: Carcinomacolorrectal

cénceres refractarios Carcinomadeesdfago
Carcinomagastrico

Carcinomade pancreas
Carcinomade cabezay cuello
Carcinomade cuello uterino
Carcinomadevejiga

Cuadro 3. Clasificacion delos canceres humanos seguiin su sensbilidad ala quimioterapia

El principd problema d que nos enfrentamos d  administrar  tratamientos
quimiotergpicos es la gparicion de resistencias, fendmeno que conduce a la pérdida de eficacia
de dichos tratamientos e incduso en muchas ocasiones, las cdulas llegan a desarollar
resigencia frente a mlltiples drogas, la fdta de respuesta d tratamiento anticanceroso puede
s debida a las caracteristicas intrinsecas del tumor (ya sea porque las células cancerosas no
absorban 0 no metabolicen convenientemente d farmaco, lo degraden rdpidamente, etc),
sendo mas frecuente que ésta aparezca durante € transcurso del  tratamiento; un hecho
importante en la radiotergpia y la quimioterapia es que cuando no llegan a maar a las cdulas
tumorales, favorecen la goaricion de cdulas resstentes debido a la induccidn de nuevas

mutaciones.
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La toxicidad de las drogas antineoplasicas es debida a su fdta de especificidad, un factor
limitante para su empleo. Como hemos vigto, la mayoria de estas droges actlan en fases
especificas dd cido cdular, sendo activas solo en aguellas cdulas que estén en proceso de
divison. Estos anticancerosos son muy eficaces en tumores en los que existe un dto porcentge
de cdulas en divisén, pero por contra son también diana los tgidos normaes con un dto
indice de proliferacion como la médula 6sea, los foliculos pilosos o0 € epitdio intestind. El
conocimiento de la cinética dd ciclo cdular resulta hoy dia esencid para @ correcto uso de

estas drogas antineoplasicas.

3.1.5. La terapia fotodinamica del cancer

La tergpia fotodindmica del cancer (PDT) o fotoquimioterapia consste en la destruccion
del tgido neoplésico mediante € uso de luz y un fotosendhilizador en presencia de oxigeno.
Ege tipo de tergpia puede aplicase para tratar tumores pequefios 0 como complemento a la
cirugia en tumores mayores. La PDT se basa en d fendmeno de la fotosenshilizacion: cuando
una molécula absorbe energia luminica pasa d estado excitado, pudiendo ceder su energia de
activacion a otra molécula;, en este caso, @ oxigeno pasa dd estado fundamentd triplete d
estado excitado singlete, que es una especie muy toxica para las cdulas (Foote, 1968; Foote,
1984).

Las cudidades idedes de un fososenshilizador son: 1) que tenga propiedades
localizadoras de tumores; 2) una bga toxicidad a oscuras, 3) que absorba la luz y a ser posible
en la zona roja dd espectro (hacia | m=600-800nm) ya que a | dtas hay una mayor
transmitancia de los tgidos bioldgicos, lograndose megores resultados a igud doss y potencia
de luz a la vez que permite d tratamiento de tumores menos accesibles y/o mas grandes; 4) que
sea quimicamente edable. La mayoria de los fotosenshilizadores utilizados hoy en dia no
cumplen con todas estas caracteridticas, de forma que los estudios actudes van dirigidos a

mejorar estas propiedades, principa mente la sdlectividad.

Entre los fotosendbilizadores més utilizados en la PDT edén las porfirinas, las
ftocianinas y las clorinas modificadas, todas €las tetrapirroles crculares, agunas de dlas

presentan cierta sdlectividad por los tgidos tumordes, pero de momento éta no es tota
(Dahiman et al., 1983).
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El modo en que = glica eda técnica es mediante la inyeccion de fotosenshbilizador,
teniéndose que dgar d paciente un tiempo prudencia a oscuras, normamente un par de dias,
para que € famaco se concentre en d tumor y evitar asi la fotosenshilizacion dd peciente;
unas horas después de irradiar @ tumor con la dosis apropiada de luz se habran causando
importantes dafios en d tdido tumorad que llevardn a su muerte. Como fuente de luz se puede
utilizar un laser, con la ventga de que puede aplicarse directamente sobre € tumor con la
ayuda de un catéter unido afibra éptica

3.2. ETAPASPARA EL DESARROLLO DE UN FARMACO

Cudquier poshle agente terapéutico deberd pasar por una serie de pasos antes de poder
determinarse su utilidad como ta. De todas las moléculas que son testadas, solo una minoria
llegard d find de edudio. Los pasos a seguir en la investigacion de nuevos candidatos de
origen naturd o de sintesis han sido resumidos en € siguiente cuadro (cuadro 4):

Etapa preclinica
Aidamiento y/o sintesis dedl compuesto

Estudio de la actividad
Formulacion y/o produccion

Farmacologia/ toxicologia anima

Etapa clinica
Fase |: toxicidad y farmacocinética
Fase I1: espectro de accion y relacion dosisrespuesta
Fase |11 beneficio terapéutico
Fase |V: beneficio terapéutico unavez comerciaizado

Cuadro 4: Etapas del desarrollo de nuevos farmacos.
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Objetivos

El objetivo centrd de esta tess ha ddo la caracterizacion y purificacion dd principio
activo con actividad apopttica presente en d extracto de Serratia marcescens y la
caracterizacion de dicha actividad apoptdtica especifica, responsable de su interés potencia

como sustancia antitumoral.

A patir de una serie de ensayos previos comprobamos que € sobrenadante de Serratia
marcescens obtenido tras la centrifugacion de un cultivo en medio PG liquido de 48 horas tenia
un efecto toxico sobre la linea cdular cancerosa Jurkat. Esta observacion nos hizo plantearnos
como hipGtess de trabgo que dicho extracto bacteriano debia contener por lo menos una

sustancia responsable de dicha toxicidad.

Con d propésto de desarrollar este trabgo, € objetivo centrd antes mencionado fue

divido en tres més concretos:

1. Estudio de la viahilidad de lineas cedlulares normaes y tumorades de diversa procedencia

y origen tratadas con € sobrenadante de S. marcescens 2170.
2.  Andids dd moddo de muete cdular inducido por dicho extracto, apoptosis y/o
necross cdular, mediante la tincion de la cromaina con los fluorocromos Hoechst

33342 y yoduro de propidio y € andisis dd fraccionamiento del DNA.

3. Purificacion del compuesto antitumora a partir del extracto de S marcescens.
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1. ANTECEDENTES

Las razones que nos llevaron a estudiar € efecto dd sobrenadante de Serratia
marcescens en diferentes lineas cdulares y a caracterizar @ principio activo presente en dicho
sobrenadante con una supuesta actividad antitumorad fueron las evidencias experimentales
descritas por los Dres. M2  Carmen Abrahantes y Jeslis Reyes del Centro de Genética Molecular
y Biotecnologia de la Habana (Cubd). Este grupo obtuvo, como resultado del enfrentamiento
entre una cepa ambientad de S marcescens y unas cdlulas tumoraes implantadas en un huésped
raton (animaes xenotransplantados) un mutante de S marcescens que habia adquirido la
propiedad de producir y excretar d medio un nuevo agente, capaz de inducir la muerte de las
clulas tumordes sn comprometer la vida dd huésped;, con @ sobrenadante obtenido del
cltivo de ete mutante d que llamaron S marcescens MG, ensayaron su efecto en la
viabilidad de varias liness cdulares tumordes y normaes asi como en ratones BALB/c con
tumores asciticos inducidos, los resultados que obtuvieron evidencidban que dicho
sobrenadante bacteriano contenia dguna substancia con actividad antitumora. En la blsqueda
dd agente citotoxico, habian llegado a semipurificar una proteina de 45 kDa (a la que
llamaremos p45) que crefan responssble de dicha actividad y otra de 15 kDa menos efectiva;
en ese proceso descartaron como candidatos, tras ser semipurificados y ensayada su actividad,
un antibiético con cierta actividad antiproliferativa pero menor que la presentada por p45y d
pigmento prodigiosing, caracteristico de esta bacteria. Las muestras que contenian las proteinas
semipurificadas pl5 y p45 las llamaron respectivamente ml y m2, y d igud que €

sobrenadante tenian un efecto antitumora, siendo m2 mas efectiva que m1.

Con este grupo colaboramos en la caracterizacion de la proteina de 45 kDa a partir de
tres muestras que nos fueron proporcionadas:
— ml muestra que contenia a la pl5 semipurificada, conservada con abimina de suero
humano (HSA)
— m2: correspondiente a la p45 semipurificada

— m3: sobrenadante concentrado del mutante S marcescens MG
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2. ESTUDIOS PREVIOS

21. PRIMERASEVIDENCIAS

Con d objeto de identificar la proteina de 45 kDa, en primer lugar estudiamos € patron
proteéico de ml, m2 y m3. Paa dlo hicimos una dectroforess SDSPAGE con las tres
muedtras, utilizando geles dd 15% de acrilamida que poderiormente tefimos con sdes de
plaa o con azul de Coomassie. En un primer gd pudimos ver que la muestra m1 contenia ta
catided de ablUmina que impedia la identificacion de sus bandas y ademas interferia con los
carriles adyacentes, de forma que obtamos por prescindir de esta muestra. En un segundo ge
se corrieron las muestras m2 y m3 y observamos que en los cartiles correspondientes a m2
habian varies proteinas, entre elas, obviamente, una de 45 kDa que ademés era mayoritaria, y
otras de 60, 30 y 15 kDa, aunque las dos Ultimas no se veian en los carriles de m3, donde s

aparecia una proteina de 45 kDa mayoritaria

En segundo lugar comprobamos € efecto de m2 y m3 sobre la viabilidad celular de la
linea Jurkat, procedente de una leucemia de linfocitos T, este estudio lo hicimos a través de
ensayo del MTT, con células expuestas a dichas muestras durante 24 y 48 horas. El resultado
que obtuvimos fue que ambas muestras tenian un efecto citotdxico en Jurka, siendo la bgada

en d nimero de cdulas viables mas acusada en las cdulas tratadas con m3 (fig.2.1 A y B).
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Fig.2.1. Efecto de las muestras m2 y m3 sobre la viabilidad de las céulas Jukat. Para
cada condicion, 20.000 cdlulas fueron incubadas durante 24 y 48 horas. A) en ausencia
(cdulas control, C) o en presenciade 30 y 60 pg/ml (D1y D2) de m2; B) cdulas sin droga
(C) oincubadas con 20y 60 ug/ml (D1y D2) de m3.
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22. ENSAYOS REALIZADOS CON EL SOBRENADANTE DE VARIAS CEPAS DE
Serratia marcescens

La idea inicid era que p45 era una proteina nueva, exclusiva dd mutante S marcescens
MG. Para comprobar este hecho diferencid dd mutante, quismos comparar € efecto
citotoxico del sobrenadante de MG (m3) con los producidos por los sobrenadantes obtenidos
de otras cepas de S marcescens, 122170 y la ATCC 274.

2.2.1. Obtencion de las muestras

Las muestras utilizadas en estos ensayos fueron obtenidas a partir de cultivos puros
incubados en PG durante 48 horas: tras centrifugar € cultivo, d sobrenadante era filtrado y
concentrado, obteniendo asi una fraccién proteica concentrada del orden de cien veces. A estas
muestras las llamamos 'CS (concentrated sanple) (para més detdles ver la seccion Materiales
y Méodos). Dado que d principio de nuestra investigacion pensdbamos que la molécula
responsable del efecto citotdxico era una proteina, utilizamos la concentracion de proteina para
cuantificar la cantidad de muestra CS empleada en los ensayos.

La muestra m3 que estdbamos ensayando habia sido obtenida siguiendo este mismo
procedimiento, por tanto, segln la nomenclatura utilizada en nuestro laboratorio, se trataria de
unamuestraCS-MG.

2.2.2. Egdudios de la viabilidad y de la fragmentacion del DNA en la linea cdlular Jurkat

tratada con las muestr as pr ocedentes de Serratia marcescens 2170y ATCC 274

Con la idea de determinar 9 las muestras CS-2170 y CS-274 tenian € mismo efecto que
la CS-MG sobre células en cultivo estudiamos su actividad a través dd ensayo dd MTT en
Jurkat, a digtintos tiempos (de 4 a 48 horas), y de esta forma comprobamos que ambas
muestras inducian una bgada en d nimero de cdulas viables, efecto comparable en ambos
casos d ohbservado con la muedtra CS-MG.
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Al mirar d microscopio invertido las placas en las que se hacian los ensayos de

viabilidad observamos que € aspecto de las cdulas tratadas era diferente dd de las cdulas
control; la mayoria de las clulas tratadas tenian una forma totalmente esférica y muchas

presentaban € nuicleo fragmentado y formaban los caracteristicos cuerpos apoptéticos (fig.2.2).

A B

Fig.2.2. Aspecto de las céulas Jurkat observado a microscopio invertido con contraste
de fases. A) Cdulas control. B) Céulas tratadas con 5 pg/ml de CS-2170 durante 16

horas.

Con € fin de comprobar que nos encontrédbamos frente a un fendmeno apoptdtico
hicimos d ensayo de la fragmentacion del DNA con cdulas Jurkat sn tratar (C-) o incubadas
con 5 pg/ml de CS-2170 o CS-274 durante 24 horas, d DNA de bgo peso molecular obtenido
fue resudto por eectroforesis en un gel de agarosa y una vez tefido con bromuro de etidio,
vimos bgo la luz UV una escdera de DNA en d caril de las cdulas tratadas, indicativo de que

ambas muesiras eran inductoras de la apoptosis (fig.2.3).

CS- CS-
C- 274 2170

Fig.2.3. El sobrenadante de S marcescens 2170 y ATCC 274 induce apoptosis en las
células Jurkat. Estudio de la fragmentacion del DNA redlizado tras tratar las células con 5
pg/ml de CS-274 o CS-2170 durante 24 horas. El control negativo (G se hizo con células

incubadas en las mismas condiciones, pero sin droga.
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Edtas obsarvaciones evidencigban que la citotoxicidad inducida por € extracto de S

marcecens MG no ea exclusva de dicho mutante, sno que incluso podria tratarse de una

propiedad comln a la especie S marcecens.

2.2.3. Estudio dd patron proteico del extracto de Serratia marcescens2170y ATCC 274

Habiéndose observado que las muestras CS-2170 y CS-274 inducian la apoptoss,
quismos estudiar su patron proteico, compararlo con € de m2 y m3 y buscar proteinas

comunes a todos.

Para dlo hicimos una €eectroforess SDSPAGE con las muestras m2 y m3 (CS-MG) y
CS-2170 y CS-274, tefimos d gd con azul de Coomasse y comprobamos que la banda

correspondiente a p45 aparecia légicamente en m2 y en m3, pero también en las otras dos
muestras CS (fig.2.4).

CS CS Cs- Cs-
St m3 m3 m2 m2 St 274 274 2170 2170

Fig. 2.4. Patrén proteico de las muestras de origen bacteriano m2, m3, CS2170 y CS
274. Las muestras fueron resueltas por electroforesis SDS-PAGE en un ge dd 15% de
acrilamida que posteriormente fue tefido con azul de Coomasse. Las muestras 'St se

corresponden a los estandares de peso molecular (en € carril n° 6 se cargé un estandar
pretefiido).

Como las dos muestras obtenidas en nuestro laboratorio, CS-2170 y CS-274, eran
igudmente activas en la induccién de la gpoptoss decidimos centramnos en @ estudio de la

cepa S marcescens 2170.
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2.2.4. Edudio comparativo dd efecto de la muestra CS-2170 en las lineas celulares Jurkat
y NRK

Paa ver § exigtian diferencias en cuanto a la sensibilidad de cdlulas cancerosas y no
cancerosas frente d tratamiento con @ extracto de S marcescens 2170 (CS-2170) estudiamos
en las lineas Jurkat y NRK (fibroblastos normaes de rifion de rata) los cambios en la
viabilidad, la fragmentacion de DNA y en la morfologia de las cdulas (con los fluorocromos
Hoechst 33342 y yoduro de propidio) a ser tratadas con dicha muestra.

Con d ensayo dd MTT obsarvamos una mayor disminucion de nimero de céulas
viddes en Jurkat; la Gy de cada una de las lineas obtenida a las 8 horas de tratamiento fue de
15 pg/ml en durkat y 5 pg/ml en NRK; edta diferencia entre ambas del orden de tres veces
indicaba que la linea cancerosa Jurka era més sensble que la linea no cancerosa NRK
(fig.2.5).

OJk ONRK

0 0,5 1 2
pg/ml CS-2170

Fig.25. Efecto de la muestra CS-2170 en las lineas Jurkat y NRK. Estudio de la

viabilidad celular por € ensayo dd MTT,; las cdulas fueron tratadas con distintas
cantidades de CS-2170 (de 0 a 10 pg/ml) durante 8 horas, € vaor 100% de viabilidad

corresponde a control negativo (c8lulassintratar).

También estudiamos S la muestra CS-2170 era cgpaz de inducir la apoptosis en ambas
liness a través dd ensayo de la fragmentacion dd DNA gendmico y d resultado fue que para
poder detectar € patron en escdera en las cdulas NRK la cantidad de droga tenia que ser

mayor que en € caso de Jurkat.
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De mismo modo observamos los cambios morfologicos entre las cdulas control y las
tratadas con d CS-2170 d s tefidos los nlcleos con e colorante Hoechst 33342, que se
intercala en la cromatina. Las diferencias entre las céulas contral y las tratadas con @ extracto
fueron que, mientras que en las c8ulas no tratadas los nlcleos presentaban un aspecto normal
en las dos lineas cdulares, la morfologia de los nlicleos de las cdulas Jurkat tratadas era muy
diferente s= obsarvaba condensacion nucler y en muchos casos una fragmentacion en
pequefios cuerpos locdizados en d interior de la cdula a las mismas dosis, los cambios en
NRK eran menos gparentes. velamos también los nlcleos condensados pero no fragmentacion;
para poder detectar edta rotura dd nlcleo tuvimos que tratar a estas cdulas con
concentraciones mayores de CS-2170, estando en concordancia con los resultados dotenidos en
d estudio de la viabilidad y de la fragmentacion de DNA. Al utilizar conjuntamente Hoechst y
yoduro de propidio vimos en dgin caso de apoptoss secundaria, pero la proporcion de

necross erasmilar en las cdulas tratadas y en las control para las dos linees.
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3. CARACTERIZACION DEL _PRINCIPIO _ACTIVO CON
ACTIVIDAD APOPTOTICA

31 SEPARACION EN COLUMNA POR GEL-FILTRACION DE UNA MUESTRA CS
2170

Con d objeto de caacterizar a la proteina sntetizada por S marcescens 2170
responsable del efecto apoptdtico pasamos la muestra CS-2170 por una columna Hiprep(J
Sephacryl S-200 de dta resolucidon y de esta forma obtuvimos 95 fracciones de interés, con
edas fracciones hicimos varios edudios, como € de ensayar su efecto sobre la viabilidad
celular, su capacidad de inducir la fragmentacion del DNA y d estudio de su patron proteico
por eectroforesis en geles de acrilamida.

Al testar & efecto de las didtintas fracciones sobre la viabilidad celular vimos que solo
las comprendides entre F27 y F38 inducian una bgada en la vidbilidad cdular y de dlas, les
fracciones F33 y F34 eran las mas activas (fig.3.1).
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Fig.3.1. Ensayo dd MTT redizado con las fracciones F27-38 en Jurkat. En esta figura
se muestran las placas de micro-titter correspondientes a un ensayo del MTT hecho tras
enfrentar 20.000 células Jurkat a 2, 5, 10, 15 y 20 pl de las fracciones que se habian
obtenido por separacion en columna de un extracto bacteriano, durante 4 horas, cada dosis
fue probada por duplicado. El color morado se corresponde a derivado de formazén que
se obtiene por la accién oxidante mitocondrial sobre @ MTT, sendo su intensidad

proporcional alacantidad de células viables presentesen € culltivo.
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Con € edudio de la fragmentacion ded DNA hecho con las muestras F33 y F34
comprobamos que € efecto citotdxico de ambas fracciones se producia a través de la induccion

de apoptosis (fig.3.2).

C- 33

Fig.3.2. La fraccion F33 obtenida a partir de un extracto bacteriano induce apoptosis en
las cdlulas Jurkat. Ensayo de la fragmentacion del DNA redizado con cdulas Jurkat no
tratadas (C-) o tratadas con 10pl/ml de F33 durante 7 horas.

A través de estudio del patron proteico de las 95 fracciones por eectroforesis en geles
de acrilamida tefidos con plata observamos una serie de proteinas de 60, 30 y 15 kDa,
exclusvas de las fracciones F27-F38 (con las que habiamos detectado un descenso sobre la
viabilidad cdular) que ademés eran mayoritarias en las muesras F33 y F34, las que habian
mostrado tener una mayor actividad citotoxica (fig.3.3 AG).
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Fig.3.3. Patron proteico de las fracciones F3-F95 obtenido tras hacer una electroforesis en geles
dd 15% de acrilamida y tefiirlos con sdes de plata. (A-E) Geles correspondientes a las fracciones. A) de
F3 a F21; B) de F22 a F40; C) de F41 a F59; D) de F60 a F78; E) de F79 a F95; G) regidon ampliada del
gd C correspondiente a las fracciones F28-+40 y en € que aparecen sefidadas con flechas las proteinas

exclusivas de las fracciones citotoxicas que ademés son mayoritarias en F33 y F34. En todos los geles

se carg6 un carril correspondiente a estandar de peso molecular (St).
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Seguramente, muchos adelantos en ciencia se han producido como consecuencia de
agin hecho fortuito; en nuestro caso podemos afirmar que nuestra linea de investigacion
sufrié un giro a raiz de uno de uno de estos hechos. Un dia en d que repetimos la prueba de
MTT y la eectroforess en gdes de acrilamida con las ditintas fracciones nos encontramos
con lo sguiente mientras que d resultado dd estudio de la viabilidad coincidia con los
anteriormente redizados (las fracciones F33 y F34 eran las mas activas de entre F27-F38, las
Unicas con actividad citotoxica), a tefiir los gees de acrilamida con la solucion de plata

observamos que se habia producido la degradacion proteica de las muestras (fig.3.4).
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Fig.3.4. Gd de acrilamida tefiido con plata correspondiente a las fracciones F28-FAQ.

o

Mientras que @ estandar de peso molecular se habia resuelto correctamente (carril de b
izquierda), todas | as fracci ones testadas se habian degradado (el resto).

Estos resultados indicaban que la molécula responsable del efecto apoptdtico no tenia
naturaleza proteica. A raiz de este hecho disefiamos una serie de ensayos con € objetivo de

poder confirmar esta nueva hipétess.

32 TRATAMIENTOS  PARA DESNATURALIZAR E HIDROLIZAR LAS
MUESTRAS CON NATURALEZA PEPTIDICA

Tras juntar las dos fracciones mas activas para asi tener muestra suficiente (muestra a la

que llamamos F33/34), varias dicuotas de ésta fueron sometidas a digtintos tratamientos
enziméticos y térmicos con d objeto de desnaturdizar y poder descatar definitivamente la

naturaleza proteica del principio activo buscado.
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Didintas dlicuotas de F33/34 fueron incubadas en presencia de proteasas (tripsina,
EDTA y protessa V8) solas 0 combinadas entre ellas, durante 5 horas a 37°C y entonces,
previamente a s testadas por los ensayos dd MTT y de la fragmentacion del DNA e les
afiadié un cocte de inhibidores de proteasas (ver 'Materiadles y méodos). El resultado de edtas
pruebas fue que a pesar edtos tratamientos desnaturaizantes la muestra F33/34 conservaba la
actividad apoptética (fig. 3.6.A).

También sometimos a F33/34 a tratamientos térmicos. Las condiciones probadas fueron
las de incubar la muestra a 37°C durante 5 horas, a 65°C durante 45 minutos y a 100 °C durante
15 minutos, a continuacion testamos estas muestras por vigbilidad y por € ensayo de la
fragmentacion del DNA (fig.3.5. Ay B).
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Fig.3.5. Actividad de la muestra F33/34 determinada en Jurkat, después de distintos
tratamientos enzimaticos y térmicos. A) Efecto de F33/34 tras ser sometida a digtintos
tratamientos desnaturalizantes con proteasas 0 con calor con € objeto de desnaturalizar las
proteinas y a los péptidos presentes en la muestra; en e estudio de la viabilidad celular
hecho con la muestra F33/34 tratada con las distintas proteasas se tom6 como control
negativo a células tratadas con los mismos enzimas e inhibidores. B) Estudio de
fraccionamiento celular redizado con una fraccién de F33/34 que habia sido incubada a

100°C durante 15 minutos (100°C); e primer carril se corresponde acdlulassintratar (G).

Otra prueba fue la de tratar la muestra F33/34 con carbdn activo, este ensayo fue
pensado para diminar la fraccion proteica de la muestra d quedar absorbida por € carbon
activo. Tras precipitar € carbdn activo por centrifugacion comprobamos que € sobrenadante
seguia manteniendo las propiedades citotoxicas de la fraccion madre mediante la prueba dd
MTT.

70



Resultados

Pardelamente también hicimos dgunas pruebas con la muestra CS-2170, como p.e. los
ensayos enzimaticos y térmicos explicados anteriormente, obteniendo € mismo resultado: €
extracto CS-2170 seguia induciendo la agpoptoss a pesar de los didintos tratamientos
aplicados.

Otro experimento fue @ de tratar la muestra CS-2170 con un 10% de &cido tricloracético
(TCA) con € objeto de obtener un precipitado formado esenciamente por proteinas, una vez
resuspendido este sedimento en PBS egtudiamos su capacidad de inducir apoptosis a través dd
estudio de la fragmentacion de DNA (fig.3.6); € resultado que obtuvimos fue que edta fraccion

proteica no inducia apoptosis.

Fig.3.6. Estudio de la capacidad de inducir apoptosis del extracto proteico dotenido por
precipitacion con TCA a partir del sobrenadante de S marcescens 2170. El ensayo de la
fragmentacion del DNA se hizo con Jurkat (3x10° células /3ml) no tratadas (C-) o tratadas
con 20 ug de muestra precipitada con TCA (TCA); como control positivo utilizamos
célulastratadas con 20 g de CS2170 (C+). El tiempo de incubacion fue de 7 horas.

En una precipitacion con TCA, por tratarse de un procedimiento redizado en medio
acido, se favorece d que se deshagan las uniones inespecificas entre moléculas como podria ser
la de un pigmento con aguna proteina (Goldschmidt & Williams, 1968); esto explicaria por
qué & sedimento obtenido después de centrifugar una muestra CS-2170 tratada con TCA tenia
actividad apoptdtica. Por @ contrario, una muestra CS es obtenida d concentrar las proteinas de
peso molecular superior a 8 kDa con la ayuda de un filtro Centricon® y con ellas también
pueden quedar retenidas otras moléculas que se asocien a dlas, lo que explicaria por qué con
una muestra CS se puede inducir la apoptosis.
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Los resultados de los digtintos ensayos que acabamos de explicar nos Srvieron para
descatar la naurdeza peptidica de la subsancia con actividad apoptética presente en d
extracto de S marcescens 2170.

El sguiente objetivo que nos planteamos fue € de caracterizar la molécula con actividad
gpoptdtica sintetizada por esta bacteria Para €lo seguimos una serie de pasos, entre dlos €
edudiar la implicacion dd lipopolisacaido (LPS) de S marcescens en la induccion de la

apoptosis.

33. IMPLICACION DEL LIPOPOLISACARIDO BACTERIANO EN LA APOPTOS'S

El LPS es una endotoxina que forma pate de la membrana externa de las bacterias
gramnegdivas. Es sabido que € LPS es inductor de la gpoptoss (Valedor et a., 2000); para
poder descartar que e efecto apoptético inducido por d extracto CS-2170 (obtenido a partir
dd cultivo de S marcescens 2170) fuese debido a la presencia de LPS en la muedra lo que
hicimos fue edtudiar la capacidad de inducir apoptosis de una muestra CS obtenida a partir dd
cultivo en medio PG liquido de una cepa mutante, S marcescens NR1, que presenta un LPS
incompleto carente dd antigeno O, region responsable de la inmunogenicidad de los gram-
negativos. Esta muestra CS-NR1 fue testada a través del ensayo de b fragmentacion de DNA
y de eda forma comparamos su capacidad de inducir la apoptoss con la dd LPS puro
(proveido por Sigma). El resultado fue que ambas muestras inducian la fragmentacion del
DNA (fig.37) y por tanto pudimos concluir que € LPS de S marcescens 2170 no ea
responsable de la apoptos's que estébamos estudiando.

CS
C- LPS NR1
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Fig.3.7. Fragmentacion del DNA inducida por CS-NR1 y por d LPS. Cdulas Jurkat

fueron incubadas en ausencia (C-) o en presencia de 100 ng/ml LPS (LPS) o 10 ug/ml CS
NR1 (CS-NR1) respectivamente durante 16 horas; en cada caso, € DNA de las células fue

analizado por electroforesisen un gel de agarosa.

34. FRACCIONES PIGMENTADAS DE ROJO

Sorprendentemente, nos dimos cuenta ad mirar los eppendorfs que contenian las
diferentes fracciones sobre una superficie blanca que los correspondientes a las fracciones
activas (F27-F38) tenian una coloracion ligeramente rosada, siendo los de F33 y F34 los que
presentaban una mayor intensdad en d color.

S marcescens es una bacteria croméfora que sintetiza un pigmento rojo conocido como
prodigiosna. En un principio habiamos descatado a este pigmento como posble agente
gpoptético (ver 'Antecedentes, pag. 59), pero una vez resudta la hipdtesis inicid a favor de que
la subgtancia apoptdtica buscada no era de naturaleza peptidica, lo Unico que tenian en comin
las fracciones activas era la pigmentacion que conicidia con € color caracterigico de la
prodigiosna Puesto que estas fracciones se habian obtenido a partir dd concentrado CS-2170
aa evidente que la prodigiosna, a pesy de su pequeiio peso molecular (3234), quedaba
retenida por los filtros de concentracion Centricon® utilizados en @ proceso de obtencion de
las muestras CS y esto podria ser posiblemente debido a que se asociaba a aguna proteina de
peso molecular mayor a8 kDa, que es @ tamafio de poro de estos filtros.

35, NUEVA HIPOTESS EL PIGMENTO DE Saratia marcescens, MOLECULA
INDUCTORA DE LA APOPTOS S

El hecho de que las fracciones F27-F38 tuviesen un color rosado sugeria la poshbilidad de
que dicho pigmento estwiee reacionado con la actividad citotoxica que estdbamos
edudiando. Por €dlo nos planteamos una nueva hipdtesis sobre la que trabgar: € pigmento

(posiblemente prodigiosing) como posible inductor de la gpoptosis.
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36. ESTUDIOS REALIZADOS CON LOS EXTRACTOS PROCEDENTES DEL
CULTIVO DE CEPAS DE Serratia marcescens MUTANTES EN LA SNTESS DE
LA PRODIGIOSINA

Para confirmar esta nueva hipétesis estudiamos la capacidad de inducir apoptosis de tres
cepas de S. marcescens deficientes en la biosintesis de prodigiosina, conocidas como OF, WF
y 933; ninguno de estos mutantes es cgpaz de completar la sintesis de la prodigiosing,
obteniendo en cada caso diferentes precursores de este pigmento (ver ‘Introduccion’, pag. 37
(fig. 2), donde se muestra € proceso de sintesis de la prodigiosina seguido por S marcescens y
se sfidan los precursores obtenidos por estos mutantes). Brevemente agpuntaremos que €
mutante OF llega a formar € compuesto norprodigiosing, tripirrol que se diferencia de la
prodigiosina Unicamente en que posee un grupo hidroxik en vez de un metoxi-; € mutante 933
sntetiza d bipirrol MBC, mientras que con mutante WF se puede obtener @ monopirrol MAP.

El efecto de las muestras CS obtenidas a partir del cultivo de estos mutantes (a las que
llanamos CS-OF, CS-933 y CS-WF) fue determinado a través dd estudio de la viabilidad
cdular y de la fragmentacion dd DNA. Los resultados obtenidos con € ensayo dd MTT
mostraron que sO0lo la muestra procedente de S marcescens OF inducia una bgada
sgnificativa en la viadilidad de forma dodsdependiente, mientras que las muestras
procedentes de los mutantes WF y 933 no mostraron actividad citotoxica (fig.3.8.A). Con €
esudio de la fragmentacion dd DNA solo detectamos gpoptosis en las cdulas tratadas con CS

OF (fig.3.8.B).
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Fig.3.8. Capacidad de los mutantes S marcescens OF, WF y 933 de inducir apoptoss.
A) Estudio de la viabilidad celular redlizado con céulas Jurkat tratadas durante 4 horas
con distintas cantidades (0-5 pg/ml) de las muestras CS-2170, -OF, -WF y -933. H
resultado mostrado es la media de tres experimentos independientes + sem. La
sgnificancia estadigtica fue determinada mediante e programa ANOVA, PLSD Fisher y
viene indicada por **P<0l1 y ***P<0.001. B) Edudio de la capacidad de inducir la
fragmentacion del DNA de las muestras CS2170, -OF, -WF y -933 redizado con cdulas
Jurkat control (C-) o tratadas con 10 pg/ml delos diferentes extractos durante 16 horas.

3.7.OBTENCION DE LASMUESTRAS SV

Para poder afirmar que la prodigiosna era € pigmento dntetizado por S marcescens
2170 y también para estudiar su actividad apoptética debiamos carecterizar 'y purificar €
pigmento formado por esta bacteria, razon por la que empezamos a Uutilizaa € méodo
recomendado en la literatura para la obtencidn de la prodigiosna (Goldschmidt & Williams,
1968); hasta ese momento, para obtener las muestras CS lo que haciamos era concentrar €
sobrenadante bacteriano, mientras que en e protocolo indicado para la extraccion dd pigmento
de S marcescens la extraccion se hacia a partir de las bacterias (6 sedimento), con la ayuda de
una solucion &ida de metanol (metanol/IN HCl, 24:1) que favorece la separacion entre €
pigmento y las proteinas. Nosotros introdujimos una pequefia modificacion para  poder
concentrar la muedra consgtente en evaporar € metanol:HCl con la ayuda de speed-vacuum
para entonces resuspender d pigmento en un volumen menor d inicid de DMSO o metandl. A
ede tipo de muestra la denominamos muestra 'SV' (de speedtvacuum) (para més detdle ver
‘Material y méodos)).

Para delerminar la cantidad de muedtra SV utilizada en un ensayo utilizamos como

unidad de medida la concentracion de prodigiosna y paa su cuantificacion aplicamos la
férmula descrita por Goldschmidt y Williams (Goldschmidt & Williams, 1968):

(Abs 5341-Abs es51) x 19.3= pg Prodigiosina/ ml

La aplicacion de esta formula estd redringida a aguellas soluciones cuyo pH no sea

basco pues entonces e espectro en d visble de la prodigiosna cambia y puede llevar a
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arores en su cuantificacion (Williams & Quadri, 1980). En nuestro laboratorio, para hacer la
lectura de la dsorbancia normamente hemos hecho una dilucién 1:10 de la muesdra SV en
metanol pero hemos comprobado que esta dilucion se puede hacer igudmente en metanol
&cido, en PBS y en DMSO, por lo que también seria correcto hacer una cuantificacion directa
de la prodigiosna presente en una muestra SV; @ haber comprobado que para cuantificar la
muestra era posible diluirla en PBS, medio inocuo para las cdulas, nos parecié interesante

pues en ocasiones hemos aprovechado estas muestras para hacer algiin ensayo.

Hasta d momento no teniamos condancia de que nadie hubiese agplicado la formula de
Goldschmidt y Williams para cuantificar la prodigiosna presente en @ sobrenadante obtenido
de un cultivo bacteriano en medio liquido (es € caso de nuestras muestras CS), pero de poder
gplicarse nos seria de gran utilidad pues hasta d momento habiamos utilizado como unidad de
medida para estas muestras la concentracion de proteinas, de forma que tras obtener € espectro
de absorcidn a lo largo dd UV-Vis de una muedra CS diluida 10 veces en PBS y en PBS: HCI
IN (24:1) vimos que, a diferencia de lo que ocurre en las muestras obtenidas segin € metodo
de Goldschmidt y Williams, en estas muestras no habia ningln pico de absorbancia a la
longitud de onda de 534 nm; a pesar de elo gplicamos la férmula y comprobamos, como s
vera a continuacion, que los resultados que habiamos obtenido con las muestras CS eran
comparables a los conseguidos con las muestras SV, S se expresaban en funcién de la cantidad

de prodigiosina.

38. CORRELACION DE LOSRESULTADOS OBTENIDOS CON CS-2170 Y SV-2170

La comparacion entre las muestras CS-2170 y SV-2170 la hicimos a través de la

cuantificacion dd efecto por citometria de flujo, utilizando anexina-V y IP como marcadores.

Launidad de medida utilizada en ambos casos fue la concentracion de prodigiosina

Ese ensayo s= hizo incubando cdules Jurkat con d volumen de CS-2170 y SV-2170
necesario para que en ambos cultivos hubiese la misma cantidad de prodigiosina Tras incubar
1x10° Jurkat /ml con 200 nM prodigiosina (Prod) durante 4 horas la apoptosis inducida era del
orden del 40% en ambos casos (fig. 3.9).
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Fig. 3.9. Estudio cuantitativo de la induccion de la apoptosis con la prodigiosina
realizado por citometria de flujo para comparar la respuesta apoptética obtenida con una
muestra CS y otra SV. Las figuras agui mostradas proceden de un experimento
representativo donde A y C son células control (Control -); B, células tratadas con CS-
2170 (200 nM Prod); D, células tratadas con SV-2170 (190 nM Prod). El tiempo de

incubacion fue en todos los casos de 4 horas; |a representacion de los resultados mostrada
divide a la poblacion celular en cuatro casillas que se corresponden con: LL) céulas vivas
(anexina -/IP -); LR) células apoptdticas (anexinat/ IR); UR) células necréticas y con
apoptosis secundaria (anexina +/1P+); UL) restos cdlulares.

39. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DEL PIGMENTO PRODIGIOSINA

Todos los reaultados apuntaban d pigmento producido por S marcescens 2170 como a
la substancia con actividad apoptética presente en las muestras que utilizébamos en nuestros
edudios, pero hasta que no fuese caracterizada no podiamos afirmar que se tratase reamente
de la prodigiosna, cuya formula CyHsN;O requiere 3234381 (peso molecular promediado).
Con d objeto de llegar a identificar d pigmento se procedié d andiss de una muestra
obtenida por extraccion con metanol:HCl 1N (24:1), sguiendo los pasos que se describen a
continuacion.
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3.9.1. Espectrometria de masas

Tras hacer un primer andlisis del extracto crudo por espectrometria de masas utilizando
la técnica de ionizacion por dectrogoray (ESI-MS), obtuvimos como resultado varios picos,

entre dlos uno que aparecia a miz 3244 (M+H)', correspondiente a producto que nos

proponiamos aidar (fig.3.10).
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Fg. 3.10. ES-M S de un extracto crudode prodigiosina.

3.9.2. Cromatogr afia liquida a presién atmosférica en fase normal

Al hacer un andiss del extracto crudo por cromatografia en cgpa fina (TLC) utilizando
como solvente CH;CI/MeOH (6:4) aparecieron diferentes manchas, sendo de nuestro nterés la

Unica de color rojo, con un Rf=0.5 (d valor Rf=0 correspondiad gliceral).

Para aidar dicha mancha s hizo una purificacion por cromatografia liquida a presion
amosférica en fase norma haciendo un seguimiento de la misma por TLC. Las fracciones
duidas coloreadas fueron juntadas y @ solvente diminado d vacio para poder lidfilizar la
muestra Una vez redisudta esta nueva fraccion en meanol fue andizada por ES-MS,

obteniendo un pico m/z 324.4 mayoritario.
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3.9.3. Cromatogr afia liquida a alta presién en fase reversa (HPLC)

La fraccion aidada fue andizada utilizando como detector un diodo-array Shimadzu
CBM-10A para obtener € espectro completo UV-Vis dd producto duyente,

El resultado de la cromatografia indicaba que € producto de interés (con una absorcion a

537 nm, correspondiente d vaor de absorcion tedrico de la prodigiosing) duia hacia d find
dd gradiente utilizado, gproximadamente a un tiempo de retencion de 37-40 minutos.

3.9.4. Andlisgpurificacion por HPLC/ESI-MS

Eda nueva purificacion se hizo haciendo la deteccion del producto que iba duyendo de
la columna por ESI-MS.

En esta ocasion, € objetivo era obtener la mayor cantidad de producto puro, reduciendo
d maximo la cattidad de muestra que = perdia con @ andlisis de las fracciones. Por esta
razén, € producto duido era dividido con un divisor de flujo Micro-Tech Scientific, de forma
que 1/50 del producto era dirigido hacia € espectrometro de masas y € resto era recogido de

forma manua en diferentes fracciones.

Segln @ andiss redizado por ESI-MS, la fraccion recogida a un tiempo de retencidn de
38 minutos se correspondia @ producto de mVz 3244 (M+H)"; esta purificacion fue repetida
hasta agotar la muedra y una vez terminada se juntaron las fracciones obtenidas d tiempo de

retencion de 38 minutos.

Esa fraccion fue andizada de nuevo por ESI-MS por introduccion directa para
comprobar que su contenido seguiasiendo € mismo: m/z 324.4 (M+H) ™ (fig. 3.11).
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Fg. 311. ES-MS de unafraccion de prodigiosina purificada por HPLC.

La muestra asi obtenida fue dividida en dos para poder hacer con dla € andisis por
RMN-H'y € ensayo bioldgico (ver ' Resultados, pag. 89).

3.9.5. Andlisis por RMN-H*

El resultado dd andiss de esta muestra obtenido por RMN-H!' (CD;OD, 500 MHz,
ppm) fue 10.71 (m, NH), 854 (m, NH), 7.08 (s, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.88 (m, 1H), 6.83 (m, 1H),
6.30 (m, 1H), 6.25 (s, 1H), 3.96 (s, 3H), 2.43 (t, 2H), 1.58 (s, 3H), 1.2-1.4 (m, 6H), 0.91 (t, 3H)
y se correspondia can la 2 metil-3- pertil -6-metoxi prodigioseno o prodigiosina (fig.3.12).
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Fig.3.12. RMN-H' de prodigiosina

81



Resultados

4, EFECTO DE LA PRODIGIOSINA EN LINEAS CELULARES
CANCEROSASY NO CANCEROSAS

Con d objeto de poder determinar s exidtian diferencias en cuanto a grado de
senshilidad frente a la prodigiosna entre lineas celulares cancerosas y NO  CanCerosss,
disefiamos una serie de experimentos con los que estudiar la induccion de la gpoptoss en
diversas lineas de diginta naturadeza y origen, procedentes de aguellos tumores de mayor
incidencia 0 gravedad en la actudidad como son los linfomas, céncer de colon, estdmago,
mamay pid.

Ede edudio s hizo a través de la determinacion de la viabilidad cdular, cuyos vaores
srvieron para obtener @ vaor 1G, para prodigiosina de cada linea y para compararlas de
forma semicuantitetiva, segin la senshilidad a efecto de la prodigiosina mostrado. Para
determinar s habia 0 no induccion de la apoptoss ensayamos en cada linea la fragmentacion
dd DNA y andizamos los cambios morfol6gicos de las células tratadas con respecto a las
control utilizando & Hoechst 33342 y e yoduro de propidio (IP) como marcadores.

Las drogas empleadas en estos ensayos fueron las llamadas CS-2170 y SV-2170, siendo

la unidad de medida la concentracion de prodigiosna, obtenida mediante la agplicacion de la
formula de Goldschmidt & Williams (pag. 75), expresada en forma de nM de prodigiosina

41. ESTUDIOS REALIZADOS EN LINEAS CANCEROSAS DE ORIGEN
HEMATOPOYETICO

Los resultados obtenidos con Jurkat indicaban que se trataba de una linea muy senshle a
la droga que estdbamos estudiando, asi que nos propusimos estudiar su efecto en otras lineas
cancerosas humanas de origen hematopoyético como MOLT-4, procedente de una leucemia
linfoblégtica aguda, NSO y HL-60, ambas midomas y Ramos, procedente de un linfoma de
Burkitt.

Mediante & esudio de la vidbilidad cdular pudimos determinar que todas las lineas
hematopoyéticas estudiadas eran sensibles a la accion de la prodigiosina y que su respuesta era
de forma doss-dependiente. En estos ensayos se incubaron las diversas lineas celulares con

concentraciones crecientes de prodigiosina (0-1200 nM) durante 4 horas. La 1Cso expresada en
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nM Prod fue de 180 para Jurkat, 400 para Ramos y HL -60, 440 en Molt-4 y 1100 en NSO (fig.
4.1.A). Para determinar 9 la prodigiosina inducia apoptosis en estas lineas cdulares s hizo €
estudio de la fragmentacion dd DNA con céulas tratadas con 800 nM Prod durante 16 horas,
e resultado obtenido con este ensayo fue que en todas las culas tratadas se habia inducido la
gooptosis (fig.4.1.B). Tamhién observamos las células a microscopio de fluorescencia previo
marcge dd DNA cdular con d colorante vitd Hoechst 33342 y ohservamos que en las cdulas
tratadas con 400 nM Prod se producia la condensacion y fragmentacion ddl niicleo (fig.4.1.C).

A) B)

C- Prod C- Prod C- Prod C- Prod C- Prod

% Viabilidad Celula
[}
o

HL-60

60 120 210 Jurkat
77800 1900
nM Prodigiosina Jurk HLA&D Ram

C) Jurkat HL 60 Ramos

°

o

a

°

o

a

+

Fig.4.1. Efecto de la prodigiosina en diferentes lineas tumorales hematopoyéticas. A) El estudio
de la viabilidad de las lineas Jurkat, HL-60, Ramos, MOLT-4 y NSO se hizo tratando las células con
concentraciones de 0-1200nM Prod durante 4 horas. B) Estudio de la fragmentacion del DNA. Las
distintas lineas celulares fueron tratadas con 800 nM Prod durante 16 horas. EIl DNA de bago peso
molecular fue resuelto en geles del 1% agarosa y visudizado a la luz UV por tincion con BrEt. C)
Analisis morfol6gico por microscopia de fluorescencia. Las cdlulas fueron tefiidas con los colorantes

Hoechst 33342. Aspecto que ofrecian las células control ¢Prod) y las tratadas (+ Prod) con 400 nM
Prod durante 6 horas.
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4.2. ESTUDIOS REALIZADOS EN LINEAS DERIVADAS DE CANCER DE COLON Y
DE ESTOMAGO

El efecto de la prodigiosina sobre lineas humanas cancerosas de origen gastrointestinal
fue edudiado en las lineas SW-620, DLD-1 y HGT-1, las dos primeras procedentes de
adenocarcinomas de colon y la Ultima de un tumor géstrico maligno. En dlas determinamos los
cambios producidos d s tratades con prodigiosna en la viddilidad cdular, su poshble
fragmentacion dd DNA y los cambios morfoldgicos d tefiirlas con € colorante nuclear
Hoechst 33342y IP.

Los resultados dd egtudio de la viabilidad de las digtintas liness celulares tratadas con
cantidades crecientes de prodigiosna (02400 nM) durante un tiempo de incubacion de 4
horas, srvieron para ver que @ efecto de la droga era doss-dependiente y para obtener los
vaores de la I1G, de prodigiosna en las didtintas cdulas que fue de 275 nM para SW-620,
2200 nM en DLD1 y 3100 nM en HGT-1 (fig. 42.A). Las lineas procedentes de cancer de
cdon fueron mas sensbles que la linea HGT-1, derivada de un cancer de estdbmago, resultado
en parte previsible puesto que los tumores géastricos son muy resistentes ala quimioterapia

Para poder determinar s & efecto de la prodigiosina en estas lineas estaba relacionado
con la induccion de la apoptosis miramos S se producia la fragmentacion dedd DNA en células
tratadas (fig.4.2.B); tras incubar las didtintas lineas procedentes de cancer de colon con 1100
nM Prod durante 16 horas y con 2000 nM Prod durante 12 horas en la linea procedente de
cancer de estdbmago, € resultado fue que en todas dlas se habia producido la fragmentacion de
DNA en escdera También observamos cambios en la morfologia de las cdulas tratadas
utilizando d fluorocromo Hoechst 33342, produciéndose la condensacion y fragmentacion del

nlcleo en lastreslineas (fig.4.2.C).
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HGT-1

Fig4.2. Efecto de la prodigiosina en diferentes lineas cancerosas de origen
gastrointestinal. A) Estudio de la viabilidad celular redizado en SW-620, DLD-1 y HGT -1
a ser tratadas con distintas cantidades de prodigiosina (de 0 a 2400 nM), durante 8 horas.
La cantidad de células viables ha sido expresada en forma de porcentaje con respecto a
control (células no tratadas). B) Estudio de la fragmentacién del DNA. Las lineas SW 620
y DLD-1 fueron incubadas con 1100 nM Prod durante 16 horas, mientras que la linea
HGT-1 fue tratada con 2000 nM Prod durante 12 horas; tras hacer la eectroforesis del
DNA en geles dd 1% agarosa, éstos fueron tefiidos con BrEt y visudizados alaluz UV.
C) Andiss morfolégico redizado por microscopia de fluorescencia SW-620 y DLD-1
fueron incubadas con 1100 nM Prod durante 5 horas; en € caso de HGT -1, € tratamiento
fue con 3000 NnM Prod durante 2 y 3 horas; tanto las células tratadas (+ Prod) como las
control ¢ Prod) fueron tefiidas con & Hoechst 33342, Aumentos origindes: 100X para
SW-620y DLD-1, 200X, 200X y 500X respectivamente paraHGT-1.

4.3, ESTUDIOS REALIZADOS EN UNA LINEA DE CANCER DE MAMA

Paa edudiar € posble efecto apoptético de la prodigiosna en & céncer de mama
utilizamos como modelo la linea humana MCF-7, procedente de un adenocarcinoma y que

presenta un aspecto epitelia (epiteial -like).

El enssyo dd MTT redizado a traar edas cdulas con cantidades crecientes de
prodigiosna (0-1650 nM) durante 4 horas mostré que este efecto era dosis-dependiente,
obteniéndose una 1Gso de 1080 nM Prod. También observamos la fragmentacion de DNA en
excaera en cédulas tratadas con 800 nM Prod durante 16 horas y por tanto concluimos que la
prodigiosinainducia la apoptosis en MCF-7 (fig. 4.3. Ay B).
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Fig. 4.3. Edudio in vitro dd efecto de la prodigiosina sobre e cancer de mama. A) El
estudio de la viabilidad de MCF7 se hizo incubando 40.000 células con concentraciones
crecientes de prodigiosina (0-1650 nM) durante 4 horas. El resultado es la media + SEM
de dos experimentos redizados por triplicado. La significancia estadistica de los resultados
obtenidos en células tratadas con respeto a las no tratadas fue determinada mediante e
programa ANOVA, PLSD Fisher, y para todas las dosis fue de ***P<0.001. B) Estudio de
la fragmentacion del DNA. Las cdulas fueron no tratadas (C-) o incubadas en presencia de
1100 nM Prod durante 16 horas. EIl DNA fragmentado fue resuelto en geles del 1%

agarosay visudizado alaluz UV tras ser tefiido con BrEt.

44. ESTUDIOS REALIZADOS EN UNA LINEA DE CANCER DE PIEL

Para saber s la prodigiosna era capaz de inducir la apoptoss en células procedentes de
un cancer de pid edudiamos su efecto en la linea humana A431 procedente de un carcinoma
epidermoide, mediante @ estudio de la viabilidad cdular y de la induccion de la gpoptosis por
d ensayo de lafragmentacion del DNA.

A través dd enssyo dd MTT determinamos que € efecto de prodigiosna sobre la
vidbilided cdular era dosis-dependiente (entre 0 y 2400 nM Prod), obteniendo una ICso para
eda linea de 925nM Prod; d efecto inducido en A431 ea € de apoptoss pues observamos
fragmentacion del DNA trasd tratamiento con 800nM Prod durante 16 horas) (fig. 4.4.A y B).
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Fig. 4.4. Efecto de la prodigiosna en A431. A) El estudio de la viabilidad cdular en A431 se
hizo a través del ensayo del MTT a tratar las clulas con cantidades crecientes de prodigiosina (0-2400
nM Prod) durante 4 horas; la significancia estadistica fue determinada mediante & programa ANOVA,
PLSD Fisher, y para todas las concentraciones de droga utilizadas fue de ***P<0.001 B) Ensayo de la
fragmentacion del DNA realizado con las células control y con las tratadas con 800 nM Prod durante 16

horas.

4.5. ESTUDIOSREALIZADOSEN LINEAS CELULARESNO CANCEROSAS

El efecto de la prodigiosna también fue estudiado en lineas cdulares no cancerosas de
diginta naturdeza y origen como MDCK (NBL-2) que son cdulas epitdides no mdignas de
rfion de Canis familiaris NRK que son fibroblastos normaes de rifion de rata y también
hicimos estudios con NIH-3T3 y Swiss-3T3, ambas cdulas embrionarias de raton. En elas
estudiamos € efecto de la prodigiosina sobre la viabilidad celular y su capacidad de inducirles
gpoptosis utilizando concentraciones mayores que las empleadas en las lineas cancerosas
estudiadas (0-3800 nM Prod para € estudio de la viabilidad cdular y 2200 nM Prod para € de
la fragmentacion de DNA). Estos resultados fueron muy (tiles para comparar € efecto de
pigmento entre lineas cancerosas y no cancerosas. El vdor la I1G, de prodigiosna obtenido a
través dd ensayo dd MTT fue de 2800 nM en NRK, 3000 nM en MDCK y 3400 nM en
Swiss-3T3, mientras que para NIH-3T3 la prodigiosina no mosiré actividad citotéxica ni a la
dosis de 3800 nM (fig. 45.A). No s= obtuvo fragmentacion dd DNA en ninguna de edtas
liness tratadas con la prodigiosina (fig. 4.5.B).
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Fg. 45. Efecto de la prodigiosna en lineas cdulares no cancerosss. A) El
estudio de la viabilidad se hizo d incubar las linees MDCK, NRK, NIH-3T3y
Swiss-3T3 con digintas concentraciones de prodigiosna (33800 nM). B)
Enssyo de la fragmentacion dd DNA redizado con cdulas control (G) y
céulas tratadas con 2200 nM Prod durante 16 horas (Prod).

4.6. ESTUDIO DE LA REVERSBILIDAD DEL EFECTO DE PRODIGIOSNA

Un hecho que observamos en aguellas cdlulas que crecen adheridas a la placa de cultivo
fue que durante @ traamiento con prodigiosna, lo primero que se observaba era que se
desenganchaban de la placa aunque mantenian un aspecto sano. A raiz de esta observacion
quismos estudiar € comportamiento de las cdlulas S en ese punto eran lavadas y puestas de
nuevo en cultivo con medio limpio. El resultado de este ensayo hecho con las lineas SW-620 y
HGT-1 fue que a los 15 minutos de estar en medio fresco, las cdulas estaban enganchadas a la
base de la placa de cultivo y edtiradas, como s nada hubiese ocurrido; seria un proceso smilar
d que tiene lugar cuando las cdlulas son tripsinizadas, aunque en este caso nos sorprendid la
rgpida recuperacion de las cdulas, ya que ad ser tratadas con tripsna necestan varias horas
para llegar a este estado de anclge. Este experimento nos sirvié para ver como en las fases més

inicides dd tratamiento con la prodigiosina, su efecto podia ser reversible.
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4.7. ENSAYOS REALIZADOS CON LA PRODIGIOSNA PURA

Para corroborar los datos obtenidos con las muestras CS-2170 y SV-2170 testamos en
vaias liness cdulares @ efecto de la prodigiosina pura, procedente de la cepa bacteriana S
Marcescens 2170 y caracterizada por RMN-H. En primer lugar hicimos un estudio
cuantitetivo de la gpoptosis inducida por prodigiosina pura en cdulas Jurkat por citometria de
flujo, utilizando d marcador AnexinaV FITCy IP (fig. 4.6).

- Prodigiosna + Prodigiosn.

a
] ULO3UR40 q UL1,8UR199 B it
1 Luo29lrR28 ; 1 LL380LR401 . iy

IP3
o 10! 1% 0¥ 0
ml 1
ml 110

suml 10
a

109 10t 102 10 0?0 1ol 108 100 10?
E= T L= anhfex

Fig. 4.6. La prodigiosina induce la apoptosis en Jurka. Las c8ulas fueron incubadas
durante 4 horas sin prodigiosina o con 300 nM Prodigiosina ¢ y + prodigiosing). Debido a

gue la prodigiosina interfiere con @ flurocromo FITC lo que hicimos fue afiadirle d

control negativo 300nM Prod parapoder situar correctamentelos gjes.

Una vez comprobado que en las cdulas tratadas con la prodigiosina pura se obtenia una
respuesta apoptdtica hicimos un estudio comparando su efecto en la linea cancerosa Jurkat y en
la linea no cancerosa NIH-3T3; para dlo determinamos las curvas dosis-respuesta a la
prodigiosna a través ded ensayo dd MTT y anadlizamos la capacidad de prodigiosina de inducir
apoptosis por & ensayo de la fragmentacion de DNA y por la tincion nuclear con € colorante
Hoechst (fig. 47 A, By O).
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Fig. 4.7. Estudio comparativo del efecto de prodigiosina pura en las lineas Jurkat y
Swiss-3T3. A) Edtudio de la viabilidad celular de Jurkat y NIH-3T3 por € ensayo de
MTT, en e que las céulas fueron tratadas con distintas cantidades de prodigiosina (de 0 a
1200 nM) durante 4 horas. B) Fragmentacién del DNA obtenida de cdlulas sin tratar (C-) o
tras s incubadas con 300 nM Prodigiosina (Prod) durante 16 horas. C) Andiss
morfolégico por microscopia de fluorescencia de céulas control ¢ Prodigiosing) y cdulas
tratadas con 300 nM Prodigiosina (+ Prodigiosina) durante 6 horas (aumento origina
100X).

La ICso para Jurkat fue de 225 nM Prodigiosing; también, vimos que a la doss estudiada
prodigiosina inducia la apoptosis en Jurkat pero no en NIH3T3, ya que en estas células no
observamos fragmentacion dd DNA ni cambios en su morfologia nuclear.
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5. ESTUDIO PARCIAL DEL _MECANISMO DE_ACCION DE LA
PRODIGIOSINA

Las drogas utilizadas para hacer estos ensayos fueron de tipo CS-2170 y SV-2170,
sendo la unidad de medida la concentracion de prodigiosina obtenida mediante la gplicacion
de la formula de Goldschmidt & Williams (p&g. 75), expresada en forma de nM de

prodigiosna

51 MECANISVIO INDEPENDIENTE DE p53

p53 es un gen supresor de tumores que se encuentra mutado en muchos canceres.
Algunas de las lineas cdulares cancerosas en las que hemos testado prodigiosna y en las que
hemos visto una gran senshilidad a su efecto apoptético tienen mutada o no expresan P53,
como las lineas hematopoyéticas Jurkat (Vigorito & al., 1999; Chen & Haas, 1990) y HL60
(Shimitzu et al., 1998; Ju et al., 1998), las lineas de colon SW-620 (Goldwasser e al., 1996) y
DLD-1 (Huang & Padee 1999) y la linea de pid A431 (Ohtsubo e a., 1998). Esta
observacion es indicativa de que @ mecanismo inductor de la gpoptosis en las céulas tratadas

con prodigiosina es independiente de la accion protectora de p53.

52. IMPLICACION DE LAS CASPASAS EN LA APOPTOSS INDUCIDA POR LA
PRODIGIOS NA

Los resultados que habiamos obtenido a estudiar la fragmentacion del DNA en digtintas
linees celulares tratadas con la prodigiosna eran indicativos de que se habia producido la

activacion, via caspasas, de la endonucl easa responsable de esta fragmentacién ordenada.

Las caspasas son unas cisteina-proteasas que se consideran la maquinaria efectora de la
gooptosis. Paa deeminar € papd de edas moléculas en la gpoptoss inducida por la
prodigiosna estudiamos por Western blot la activacion de las caspasas més importantes en la
gpoptoss: las cagpasas 9, 3 y 8. Los anticuerpos utilizados nos permitieron detectar en las
céulas tratadas la gparicion de la forma activa de la cagpasa 9, una reduccidon de la pro-caspasa
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3y la bgada en la expresidn de la forma precursora asi como la gparicion de la forma activa de

la caspasa 8; también pudimos comprobar que estos sucesos eran dosis-dependientes (fig. 5.1).
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Fig.5.1. Andlisis por Western blot de la activacion de las caspasas 9, 3y 8 en cdulas
tratadas con prodigiosina. Para cada condicion, 80ug de proteina correspondientes a un
extracto total de Jurkat fueron resueltos en un gel de acrilamida d 15%. Las células
fueron tratadas con 85 y 190 nM Prod durante 3 horas; €l control negativo se corresponde
a células sin tratar incubadas en las mismas condiciones. En este estudio se puede apreciar
gue en las células tratadas con prodigiosina gparece la forma activa de las caspasas 9y 8 'y

desaparecelaforma precursoradelascaspasas 3y 8.

5.2.1. Liberacién del citocromo C

El citocromo C es una proteina mitocondriad responsable de la induccion de la apoptosis
a través de la activacion de la caspasa 9 cuando es liberada d citosol. Para poder determinar g
la prodigiosna promovia 0 no la sdida dd citocromo C mitocondria estudiamos por Western
blot su expreson en la fraccion citosdlica y vimos que ésta se producia sdlo en las cdulas
incubadas con la droga (fig. 5.2).

C- 85nM  190nM

Fig.5.2. Deteccion de la liberacion del citocromo C mitocondria por Western blot. El
extracto citosdlico fue obtenido tras incubar céulas Jurkat con prodigiosna 0 nM (C-),

85nM y 190 nM durante 3 horas; en cada carril se cargaron 80 g de proteina.
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5.2.2. Fragmentacién de la PARP

La PARP es una enzima nucdler de 116 kDa que interviene en los procesos de
replicacion y reparacion de DNA. Por ser un subgtrato de las cagpasas, la PARP es inactivada
durante los primeros estadios de la gpoptosis. Para ver s la prodigiosina inducia la proteolisis
de la PARP hicimos un estudio por Western blot en varias lineas cdulares tratadas con 85 y
190 nM Prod.

En Jurkat vimos que esta proteolisis era dependiente de la doss de prodigiosina utilizada
(Fig5.3.A); ademas, comparando este resultado con € efecto de la prodigiosina sobre la
viabilided cdular vimos que existia una corrdacion entre @ efecto citotdxico obtenido y la
protecliss de la PARP. También comprobamos que d incubar las células con 50 nM TPA, un
éter de forbol, se inhibia la fragmentacion de la PARP inducida por la prodigiosna
(fig.5.3.A). En las lineas tumordes de colon SW-620 y DLD-1 también detectamos la

proteolisis dela PARP d ser tratadas con € pigmento (fig.5.3.B).
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Fig. 5.3. Estudio de la proteolisis de la PARP por Western blot en respuesta a
tratamiento con prodigiosina. Inhibicién de esta proteolisis en células pre-incubadas con
TPA. Los extractos proteicos totaes de varias lineas celulares (80 g de proteing) fueron
resueltos en geles de acrilamida d 12%. A) Céulas Jurkat fueron tratadas con distintas
cantidades de prodigiosina (0, 85 y 190 nM) durante 3 horas, paraldlamente se hizo otro
ensayo en e que estas células fueron pre-incubadas con 50 nM TPA durante 30 minutos y
después con prodigiosina (0, 85 y 190 nM Prod) durante 3 horas. B) Proteolisis de la
PARPen SW 620y DLD-1 inducidacon 1100 nM Prod tras 8 horas de tratamiento.
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5.2.3. Efecto dd inhibidor delas caspasas Z-VAD.fmk

Con d objeto de determinar la implicacion de las caspasas en la apoptosis inducida por
la prodigiosna nos propusmos estudiar € efecto dd inhibidor de las caspasas Z-VAD.fmk en
cdulas Jurkat tratadas con € pigmento. Para hacer una vaoracion cuantitativa de la apoptosis
estudiamos por citometria la presencia de residuos de fosfetidilserina en la superficie cdular,
utilizando como marcadores anexina V-FITC y yoduro de propidio. El resultado que
obtuvimos en este ensayo fue que en las céulas tratadas con Z-VAD.fmk y prodigiosna se
produjo la inhibicion de la apoptoss (fig.5.4). El efecto inihibidor de caspasas dd Z-VAD.fmk
también fue andizado a través dd esudio de la fragmentacion dd DNA y se obtuvo €
resultado esperado, que fue que en las cdulas tratadas con Z-VAD.fmk y prodigiosna no s
producia fragmentacion de DNA (fig. 5.5). Egtos resultados muestran que ha habido un
bloqueo de la apoptosis d tratar las cdulas conjuntamente con d inhibidor ZVAD.fmk y con
prodigiosing, indicativo de que en este proceso apopt6tico estén implicadas |as caspasas.
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Fig.5.4. Implicacion de las caspasas en la induccion de la externdizacion de los
residuos PS de la membrana citoplasmética. Resultado correspondiente a una condicién de
un experimento representativo; cada condicion se hizo por duplicado; los valores
mostrados corresponden a la media de tres experimentos independientes. A) células sin
tratar (Control); B y C) cdulas tratadas con prodigiosina (100 y 200 nM respectivamente);
D) control de cdlulas tratadas con Z-VADfmk (50 uM Z-VADfmKk); E) vy F) cdulas
tratadas con la combinacion de inhibidor y droga. Las células fueron pre-incubadas con 50

UM Z-VAD.fmk durante 1 horay después tratadas con la prodigiosinadurante 4 horas.
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Prodigiosina OnM 100nM 200nM

ZNVAD.fmk

Fig. 5.5. Efecto dd inhibidor de caspasas ZVAD.fmk en la fragmentacion de DNA
inducida por la prodigiosina. Las cdlulas fueron pre-incubadas con ZVAD. fmk durante 1

horay despuéstratadas con 100y 200 nM Prod durante4 horas.

5.3. MECANISMO INDEPENDIENTE DE LA ACCION PROTECTORA DE Bd-2

Bcl-2 es un protoncogen dd que s sdbe juega un papd muy importante en la
supervivencia cdlular, actuando como supresor en la transmisén de numerosos estimulos

gpoptdticos dirigidos através de laviamitocondria-liberacion de citocromo C.

Por los estudios que habiamos hecho con d inhibidor de caspasas Z-VAD pudimos
determinar que la prodigiosina actuaba via caspasas, de forma que nos propusimos como
sSguiente objetivo caracterizar € papel de Bck2 en d proceso gooptdtico inducido por la
prodigiosina. Para poder resolver la cuestion de s Bck2 era cgpaz de inhibir la gpoptoss
inducida por este pigmento lo que hicimos fue comparar su efecto en la viabilidad cdular de
cdulas Jurkat normaes y en Jurkat transfectadas de forma estable con bd-2 (Jurkat-bcl2). Para
descatar que las diferencias que pudiésemos obsarvar fuesen debidas d plasmido utilizado en
la transfeccion incduimos en € edudio a cdulas Jurkat transfectadas de forma edtable con d
pldsmido vacio (Jurkat-neo) (fig. 5.6).
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Fig.5.6. Efecto de la prodigiosina en cdlulas que sobreexpresan Bcl2. Determinacion
de la viabilidad ceular por e ensayo dd MTT. Céulas Jurkat control (Jurkat),

transfectadas con € plésmido vacio (Jurkat-neo) y transfectadas con bcl-2 (Jurkat-bcl2)
fueron tratadas con diferentes cantidades de prodigiosina (de 0 a 1100 nM), durante 4
horas. Este resultado es la media de tres experimentos independientes + sem. La
significancia estadistica fue determinada mediante & programa ANOVA, PLSD Fisher,
para** P<Q.1y *** P<000L

Estos resultados nos permitieron llegar a la conclusion de que la sobreexpresiéon de Bck2
no es capaz de suprimir la apoptosis inducida por € pigmento prodigiosina o lo que es lo

mismo, que Bcl-2 no es cgpaz de proteger ala cdulade laaccion de la prodigiosna

54. RELACION DE LA PKC EN LA REGULACION DE LA APOPTOSS INDUCIDA
POR LA PRODIGIOSINA

Para poder determinar la rdacion de la PKC con la modulacion de la apoptosis inducida
por la prodigiosna utilizanos € TPA, un éter de forbol que actla como un potente activador
de las formas cPKC y nPKC a tiempos cortos (Jun & a., 1997). Para dlo anadlizamos por
FACS d efecto de la prodigiosna en cdlulas Jurkat preincubadas con TPA. Las condiciones
ded ensayo fueron células control (sin tratar), y cdlulas tratadas con prodigiosina (con 55 y
275nM); en los tres casos sin 0 con TPA. El resultado de dicho estudio se muestra en la

siguiente figura (fig.5.7).
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Fig.5.7. Implicacién de la PKC en la gpoptosis inducida por la prodigiosna. A) células
control (sin prodigiosing); B) y C) células tratadas durante 4 horas con 55 nM y 275 nM
Prod respectivamente; D) células incubadas con 50 nM TPA; E) y F) cdulas tratadas
respectivamente con 55 y 275 nM Prod, en presencia de 50 nM TPA. Las células fueron
pre-incubadas con e TPA durante 30 minutos y después tratadas con prodigiosina durante 4

horas.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo mostraron que € efecto gpoptdtico
inducido por la prodigiosna era précticamente nulo en las cdulas que habian sdo previamente
tratadas con TPA. La concluson obtenida tras andizar estos resultados es que la prodigiosna
no es cgpaz de inducir la apoptods en cdulas incubadas a su vez con TPA, hecho que indica de
que la activacion de la PKC protege alas cdlulas de la accion apoptdtica de la prodigiosina

En segundo lugar quismos andizar € pape de las ERKs en ede proceso. Dado que la
activacion de ERK1/2 tiene un papd antigpoptético en varios sstemas, nos propusimos
edudiar S la accion anti-gpoptdtica conferida por  TPA a la cdula era a través de la via de las
ERKs. Paa dlo utilizamos un inhibidor especifico de las quinasas regponsables de la
fosforilacion de las ERKs, las MEKSs, llamado PD98059. Los ensayos que nos planteamos para
pode edudiar € papd de las ERKs en la inhibicién de la gooptoss inducida por la
prodigiosina fueron la determinacion de la vidbilidad cdular, d andliss de la fragmentacion
del DNA y € estudio por Western blot de la fosforilacion de ERK1/2.
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Con d egtudio de la fragmentacion ded DNA observamos que a incubar las cdlulas con
TPA no s producia fragmentacion de DNA; tampoco habia fragmentacion en d carl
correspondiente a TPA y prodigiosna, por lo que se demuestra que d TPA protege de la
gpoptosis inducida por la prodigiosing; en los carriles correspondientes a las cdulas tratadas
con prodigiosna y € de las cdulas incubadas con PD98059, TPA y prodigiosina se observa €
caacteridico patron en escdera dd DNA de cdulas gooptéticas, indicativo de que con €
inhibidor de la activacion de las ERKs se anula la accién protectora dd TPA en las cdulas
tratadas con la prodigiosna Por Ultimo, en los cariles correspondientes a células incubadas
con € inhibidor PD98059 sdlo 0 con TPA no se detecta fragmentacion del DNA; edtas Ultimas
muestras Sirvieron para comprobar que la fragmentacion ded DNA no era debida d efecto del
PD98059 (fig. 5.8).

Prodigiosina - -+ 4
TPA - - 4 F
PD98059 -

Fig.5.8. La activacion de ERK1/2 inhibe la apoptosis inducida por la prodigiosina.
Estudio dd efecto protector dd TPA y dd inhibidor PD98059 (PD) en la apoptosis
inducida por la prodigiosina mediante e ensayo de la fragmentacion del DNA. Las
concentraciones de las drogas utilizadas en este experimento fueron: 190 nM Prod, 100nM
PD98059 y 50 nM TPA. El orden de carga fue d dguiente G, TPA, Prod, ProdTPA,
Prod-TPA -PD, PD y TPA-PD.

Dd andiss dedlado dd egudio de la vigbilidad cdular podemos conduir que d TPA
protege a las cdulas Jurkat de la pérdida de la viabilidad inducida por la prodigiosina y que €
inhibidor PD98059 actlla por debgo de la accion protectora activada por d TPA a través de la
via de supervivencia regulada por la PKC, como s= deduce d obsarvar la bgada en la
viabilidad celular tras combinar ambas substancias con la prodigiosina (fig. 5.9).
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Fig.5.9. Inhibicién del efecto de la prodigiosina sobre la viabilidad celular con TPA.
Las condiciones utilizadas fueron células control (G, tratadas con 50 nM TPA (TPA),
células incubadas con 190 nM Prod (Prod) y la combinacion de TPA y prodigiosina (TPA
+ Prod).

Al mirar d efecto de las digintas combinaciones de prodigiosina, TPA y PD98059 sobre
la fragmentacion de la PARP comprobamos que ésta solo se habia producido en las cdulas
tratadas con la prodigiosina (fig. 5.10).

Prodigiosna - - + + +
TPA - + - + +
PD98059 - - - - + +

Fig. 5.10. Estudio de la fragmentacion de la PARP. La protedliss de la PARP fue
determinada por Western blot en cdlulas control, en cdlulas tratadas con TPA y en tratadas
con prodigiosing; también se ensayaron las combinaciones prodigiosina y TPA,
prodigiosina-TPA-PD98059, silo PD y TPA-PD. En cada carril, 50 ug de proteina fueron
resueltos en geles de acrilamida a 12%. Las concentraciones de las drogas utilizadas en
este experimento fueron: 190 nM Prod, 100 nM PD98059y 50 nM TPA.

También estudiamos por Western blot los posibles cambios sufridos en la fosforilacion
de proteinas clave en la via de actuacion de la PKC, las ERK1/2. Los resultados obtenidos a
combinar la prodigiosina con € TPA y d PD98059 mostraron que se producia la fosforilacion
de ERK1/2, indicativo de que la via de supervivencia se habia activado, pues no encontramos
activacion basd de ERK12 en las cdulas Jurkat ni tampoco fodforilacion de ERK1/2 d
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tratarlas con prodigiosna y sn embargo, § que habia fosforilacion de ERK1/2 en cdulas

tratadas con TPA y en menor medida en las tratadas con prodigiosina y TPA, activacion que
erainhibida totamente por d inhibidor PDO8059 (fig. 5.11.A).

Como control estudiamos la presencia de ERK1/2 en todas las muedtras, y pudimos ver

que dichas MAP quinasas estén presentes por igud en todos los casos (Fig.5.11.B).

Prodigiosna - - + + +
TPA - + + + - +
PD98059 - - - - + + +
B .
[ - v - p44
& = - pa2
Prodigiosna - - + + + - -
TPA - + - + + - +
PD98059 - - - - + + +

SgE===T 0

Fig. 5.11. Efecto dd TPA y de la prodigiosina en la activacion de las quinasas ERK1/2
50 ug de proteina fueron resueltos en geles de acrilamida a 12%. A) Estudio de las formas
fosforiladas de ERK1/2; B) Expresion de ERK1/2. En ambos casos € estudio se hizo por
Western blot en células control, tratadas con TPA o tratadas con prodigiosing, también se
ensayaron las combinaciones prodigiosina y TPA, prodigiosinaTPA-PD98059, sdlo PD y
TPAPD. Las concentraciones de las drogas utilizadas en este experimento fueron: 190
nM prodigiosina, 100 nM PD98059 y 50 nM TPA.

El conjunto de todos estos resultados obtenidos con € empleo de diferentes técnicas
indican que la prodigiosna inhibe la fosforilacion de ERK1/2 inducida por los éderes de
forbol (TPA).
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55. EFECTO DE LA PRODIGIOSINA SOBRE LA EXPRESION DE ¢-Jun y ¢Fos

Con d objeto de profundizar en d edudio de las vias de activacion de las quinasas

también miramos la expresion de | os factores de transcripcion ¢-Jun y ¢Fos.

Para edtudiar la posble variacion en la expresion de estas dos proteinas en cdulas
tratadas con prodigiosina hicimos € estudio por Western blot con digtintas concentraciones de
prodigiosna y lo que vimos fue que la prodigiosna induce la expreson de ambos factores
(fig. 5.12.Ay B).

A)
C- 40nM 85nM  190nM
- - ...._.,J‘ < CJun
B)
C- 40nM  85nM  190nM
s < Cfos

Fg5.12. Western blot de los factores de transcripcién c-Jun y eFos. En ambos casos
las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de prodigiosina (0-190 nM)
durante 3 horas. A) Western de c-Jun; B) Western dec-+os.
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Discusion

El objetivo principd de esta tess doctorad ha sdo la caracterizacion de un principio
activo de origen bacteriano con actividad apoptética.

El trabgo agui presentado abarca por un lado, la purificacion e identificacion de dicha
molécula, la prodigiosna y por otro, € estudio dd efecto apoptdtico que induce a través de
andliss de la citotoxicidad y de la muerte causada en varias lineas cdlulares, cancerosas y no
cancerosas, asl como de la caracterizacion del proceso molecular que desencadena en la dua

através de estudio de las principales vias de transduccion de la sefid gpoptdtica

La céula cancerosa ha adquirido a lo largo de su vida una serie de mutaciones que
actlan a modo de mecanismo de defensa ante la muerte y le confieren resigencia ante la
mayoria de los tratamientos farmacoldgicos aplicados en la terapia contra @ cancer; ssbemos
gue la accion antitumoral de muchos de estos agentes citotdxicos es debida principalmente a su
accion inductora de la apoptosis, y es por esto que actudmente, la blsqueda de nuevas drogas
capaces de inducir la muerte por apoptosis de las cdulas tumorades es uno de los retos més
importantes marcados en investigacion, por sus posibles gplicaciones en d tratamiento de esta
enfermedad. Solamente una de cada diez mil de edas drogas dcanzaa la eagpa find en 4
desarrollo de nuevos farmacos y podra utilizarse en clinica, pero esto no quiere decir que las
demés no hayan servido para nada; es sabido que muchos principios activos conocidos no
pueden ser utilizados en pacientes, entre elos la estaurosporing, sendo varios los motivos que
impiden su aplicacion en la tergpia contra € cancer, como por gemplo su eevada toxicidad,
cuestiones farmocinéticas, etc. pero eso no ha impedido que estas moléculas se estén utilizando

en lainvestigacion de la apoptosis y del cancer.

Nuestro grupo de investigacion ha estado siempre interesado en € estudio ded cancer.
Antes de introducirnos en € campo de la apoptoss estudiamos la rdacion dd factor de
crecimiento TGF-a (transforming growth factor-alpha) y de su receptor, e EGFR (epidermal
growth factor-receptor) con la mdignidad de los tumores gastrointestindes. Cuando hace unos
ahos empezamos a hacer € sreening de posibles sustancias antitumorales producidas por la
bacteria Serratia marcescens, practicamente sn darnos cuenta nos fuimos implicando en €
edudio del proceso de muerte por gpoptoss en lineas tumordes de digtinto origen. Lo que para

agunos pudo parecerles en su momento un cambio de sentido muy brusco en nuestra linea de
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investigacion, para nosotros fue un proceso gradual, que se fue produciendo de una forma
précticamente imperceptible, smplemente nos dgjamos llevar: como suele ocurrir en € campo
de la invedigacion, un resultado nos llevd d sguiente paso y éste d sguiente y d producto
final ha sido esta tesis doctord.

ACTIVIDAD CITOTOXICA Y APOPTOTICA DE UN EXTRACTO BACTERIANO

Egtudios previos hechos en otro laboratorio indicaban que d mutante S marcescens MG
excretaba d medio de cultivo dguna sustancia de naturdeza peptidica con  actividad
antitumoral. A raiz de edas observaciones, en nuestro laboratorio redizamos una serie de
ensayos con otras cepas que Srvieron para determinar que S marcescens producia agun factor

capaz de inducir la apoptosis en células en cultivo.

Estos ensayos fueron hechos con los sobrenadantes obtenidos a partir dd cultivo en
medio liquido de las cepas S marcescens 2170 y ATCC 274. El efecto dd sobrenadante
concentrado de ambas cepas a los que llamamos CS-2170 y CS-274 fue estudiado en cdulas en
cultivo a través de los ensayos dd MTT y dd andliss de la fragmentacion dd DNA, que
permiten conocer respectivamente € efecto de una droga sobre la viabilidad celular y en caso
de que exida citotoxicidad, S éta se produce a través de la induccion de la apoptosis. Como
modelo celular para estos estudios utilizamos la linea celular Jurkat, por tratarse de una linea
muy estudiada y empleada con frecuencia en € estudio de nuevos farmacos anticancerosos.
Con estas pruebas vimos que las céulas tratadas sufrian una pérdida en la viabilidad celular de
forma dosis-dependiente y que en dlas s habia producido la fragmentacion de su DNA
gendmico en muitiplos de 180 pb, resultados indicativos de que ambas muestras tenian un

efecto citotdxico y que eran capaces de inducir la apoptosis.

El hecho de que las muedtras procedentes de dos cepas didintas de S marcescens
tuviesen una accion sSmilar sobre las células en cultivo, en ambos casos a través de la induccion
de la gpoptosis, indicaba que se trataba de un efecto comin a elas y posiblemente generdizable

alaespecie S marcescens.
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CARACTERIZACION DEL PRINCIPIO ACTIVO CON ACTIVIDAD APOPTOTICA

Debido a que haciamos los estudios con & sobrenadante concentrado (CS) procedente del
cultivo de S marcescens en medio PG, edtas muestras podian contener LPS. El LPS, también
conocido como endotoxina, es uno de los componentes estructurales de la membrana externa de
las bacterias gram-negativas y es capaz de inducir la apoptosis (Seger & Krebs, 1995). Para
descatar que € fendmeno apoptdtico descrito fuese debido d LPS de S marcescens o que
hicimos fue obtener la muestra 'CS de S marcescens NR1, cepa productora de un LPS mutado,
que no produce antigeno O, region dd LPS responsable de la inmunogenicidad de los gram-

negativos.

Bl ensayo de la fragmentacion ded DNA en Jurkat hecho con CS-NR1 mosiré que esta
muestra tenia la capacidad de inducir apoptosis y por tanto, descartamos que este efecto pudiera
ser aribuido d LPS de S marcescens, ademas, edte resultado redfirmaba nuestra hipétesis de
que la cagpacidad de inducir apoptosis podia ser comin ala especie S marcescens.

Con d fin de ada a la proteina supuestamente responsable de la induccion de la
gpoptosis, 1o que hicimos fue pasar la muestra CS-2170 por una columna de Gefiltracion y de
edta forma obtuvimos 100 fracciones, 95 de las cudes testamos por viabilidad; esta prueba nos
srvio para determinar que la citotoxicidad sdlo se producia en unas determinadas fracciones,
comprendidas entre F27 y F38, siendo F33 y F34 las que mostraban un mayor efecto citotdxico;
d ensayo de la fragmentacion ded DNA redlizado con las fracciones F33 y F34 confirm6 que
ambas inducian apoptosis, indicativo de que la sustancia apoptética se encontraba en F27-F38 y
que estaba més concentrada en las muestras F33 y F34.

Estudiamos también € patron proteico de todas las fracciones, obtenido por eectroforesis
SDS-PAGE en gdes de acrilamida tefidos con sdes de plata, y de esta forma observamos una
szie de proteinas presentes Unicamente en las fracciones con activided citotoxica y

mayoritarias en las que tenian un efecto citotdxico mayor (F33y F34).

Al repetir dias mas tade la separacion proteica por eectroforess de las didtintas
fracciones resultd que las proteinas se habian degradado; a pesar de este hecho fortuito, €

ensayo de MTT redizado parddamente reveld que edas muestras mantenian su actividad.

Este resultado Srvié para ponernos tras la pista de que la molécula con actividad apoptética
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presente en las fracciones tuviese naturaleza peptidica, por lo que redizamos diferentes ensayos

para confirmar esta hipétesis.

Con d objeto de hidrolizar y degradar los péptidos y proteinas de la muestra sometimos a
la fraccion llamada F33/34 (F33+F34) a didintos tratamientos enziméticos y térmicos y vimos
que ni la accién de las proteasas ni dd cdor (llegando incdluso a hervir la muestra durante
quince minutos) sSirvieron para que perdiera la actividad apoptdtica, por lo que descartamos
definitivamente la idea preconcebida de que la molécula inductora de la gpoptoss fuee de
natural eza peptidica

También hicimos pruebas con la muestra CS-2170, como precipitar su contenido proteico
con TCA o tratala con carbdn activo. Los estudios de citotoxicidad hechos tras estos
tratamientos dieron unos resultados que en un principio parecian contradictorios, pues la
muestra que habia sdo precipitada con TCA no tenia efecto sobre las cdulas en cultivo
mientras que la tratada con carbdn activo § tenia actividad citotoxica, indicativo de que la
capacidad de inducir apoptosis estaba relacionada con la presencia de proteinas en la muestra
La explicacion que le dimos a este resultado fue sencilla la molécula con actividad gpoptdtica
s asociaba a las proteinas presentes en d medio de crecimiento de la bacteria y era por eso
que 1) d concentrar € sobrenadante obtenido tras cultivar durante dos dias a la bacteria S
marcescens 2170 en medio PG liguido la molécula con actividad apoptética quedaba retenida
en las muestras llamadas CS; 2) con d TCA precipitaban las proteinas y por redizarse este
proceso en medio acido se favorecia la pérdida de las uniones inespecificas entre proteinas y
otras moléculas, 3) que la sustancia gpoptética era retenida por € carbdn activo porque se

conservaban las uniones inespecificas con las proteinas.

En visa de que no estdbamos buscando una proteina, aquellas proteinas que habiamos
observado en las fracciones activas obtenidas por separacion en columna de Ge-filtracion de

una muestra CS-2170 podrian ser alas que supuestamente se unia la molécula que buscabamos.

A diferencia de las fracciones que no tenian efecto sobre la viabilidad cdular,
observamos que las fracciones activas tenian una coloracion rosada y que la intensdad de
color era proporciond a la citotoxicidad de las mismas. Esta pigmentacion era posiblemente
debida d pigmento prodigiosna, sintetizado por S marcescens y del que no se conoce aln la
funcién que desempefia para la bacteria.
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En aguel momento se acababa de publicar un trabgo en @ que se describia que d

pigmento  cicloprodigiosnaHCl, obtenido de Pseudomonas denitrificans, actuaba como

inmunosupresor y era inductor de la apoptosis (Kawauchi et al., 1997); la importancia de este

trabgo estaba en que dicho pigmento pertenece a la familia de las prodigiosinas (fig. 1), pero

no encontramos ninguna referencia parecida para la prodigiosing, aln asl, como ya habiamos

descartado la naturaleza peptidica de la molécula apoptética, quismos estudiar la rdacion entre

la prodigiosna y la actividad gpoptética dd sobrenadante de S marcescens. En d fondo eran

varias |as razones que judtificaban este estudio:

1)

2)

3)

4)

5)

Las condiciones de cultivo de S marcescens Utilizadas para obtener @ sobrenadante 'y
con @ las muestras CS ean las mas indicadas para que la bacteria pigmentara
cultivos redizados a 30 °C, ventilados (con agitacidon) y con 48 horas de incubacion
(prodigiosina es un metabolito secundario, formado principamente cuando d cultivo
ha alcanzado la fase de crecimiento estacionario)

La molécula prodigiosna es estable a 100°C y a tratamiento con proteasas (Boger &
Patel, 1988)

Se habia descrito para otros miembros de la familia de las prodigiosinas una actividad
inmunosupresora (Tsuji et al., 1992, Kawauchi ¢ al., 1997; Songia et al., 1997, Han
et al.,1998; Lee et al., 1998)

El trabgo de Kawauchi e a., (1997) era d Unico en € que se demostré6 que la
inmunosupresidén  causada por cicloprodigiosna ea debida a la induccion de
gooptosis, dicho estudio se ha visto reforzado este Ultimo afio por la publicacion de
otros trabgjos en los que se ha estudiado la induccién de apoptosis en varias lineas
cdulares con cicloprodigiosna (Azuma e a., 2000; Yamamoto & al., 2000a y b;
Melo et al., 2000)

En la década de los 60 se demostrd, & hacer una extraccion de prodigiosina en medio
acuoso, que ésta se asociaba con proteinas de ato peso molecular (CruzCamarifio &
Sanchez-Zlfiga, 1968), lo que apoyaba nuestras explicaciones acerca dd por qué las
muestras CS tenian actividad apoptética y que esta funcidn se perdiese d tratarlas con
carbdn activo (prodigiosina se mantenia asociada a las proteinas en estas condiciones,
pH neutro), y también del por qué en medio &ido, d precipitar la muestra con TCA,
s padia esta asociacion y por tanto, € precipitado de proteinas no tenia actividad
apoptatica
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CizHas

Prodigiosina Nor prodigiosina Undecilprodigiosina

H,CO

Cicloprodigiosina Cicloprodigiosina-HCI

CaHyg

Prodigiosina 25-C M etacicloprodigiosina Nonilprodigiosina

Fg. 1. Miembros de lafamiliade las prodigiosnes

Paa ver s exigia adguna relacion entre la induccion de la agpoptoss obtenida con €
sobrenadante de S marcescens y la prodigiosna estudiamos la capacidad de inducir apoptosis
de tres cepas deficientes en su hiosintesis. Cada uno de estos mutantes, S marcescens OF, WF
y 933 es capaz de sintetizar un precursor diferente de prodigiosna € mutante OF forma un
compuesto tripirrélico, la norprodigiosna, que se diferencia de la prodigiosina Unicamente en
que en lugar de un grupo metoxi presenta un grupo hidroxi en € segundo anillo; S marcescens

933 llega hatta la sintesis dd bipirrol MBC y d mutante WF forma € monopirrol MAP (ver
‘Introduccion’, pag. 37, fig. 2).

Al ensayar la capacidad apoptética de las muestras CS obtenidas dd cultivo de los tres
mutantes observamos que solo CS-OF inducia la gpoptosis, aunque la intensidad dd efecto fue
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menor a la producida por CS-2170; las muestras CS-WF y CS-933 no mostraron una actividad
sgnificativa a las mismas concentraciones. Estos resultados nos permitieron llegar a las
sguientes conclusones. 1) la molécula responsdble de la activided agpoptética de S
marcescens 2170 era supuestamente prodigiosna (faltaba purificar e identificar € pigmento);
2) la norprodigiosing, pigmento producido por S marcescens OF, era también una molécula

inductora de la apoptosis aungue menos €ficiente que prodigiosina.

Exige una férmula descrita por Goldschmidt y Williams (1968) que permite cuantificar
la prodigiosna obtenida tras hacer su extraccion de la bacteria con metanol &cido. Con esta
formula determinamos la concentracion de prodigiosna presente en las muestras CS-2170 y
comprobamos que se trataba de méodo cuantitativo valido para este tipo de muestras. Para dlo
comparamos € efecto apoptético producido por una muestra CS-2170 y otra llamada SV-2170,
obtenida siguiendo € méodo descrito en Goldschmidt & Williams (1968) y de esta forma
pudimos ver que la induccion de la apoptoss era sSmilar a iguddad de concentracion de
prodigiosina. Esto supuso para nosotros un gran avance pues hasta ese momento habiamos
cuantificado las muedtras segln la cantidad de proteina, pues a principio de este estudio
pensdbamos que la molécula apoptdtica presente en d cultivo era de naturaeza peptidica.

Como las muedtras a las que llamamos SV contenian menos impurezes que las CS y
ademés eran obtenidas dguiendo € méodo descrito en la literatura para la obtencion de la
prodigiosina empezamos a utilizarlas en nuestros ensayos.

PURIFICACION E IDENTIFICACION DE LA PRODIGIOSINA

Los resultados obtenidos apuntaban a la prodigiosna como a la molécula sintetizada por
S marcescens con ectividad apoptética, pero antes de hacer esta afirmacion teniamos que
purificar € pigmento e identificarlo, pues fataba confirmar que & pigmento formado por S
marcescens 2170 fuese redmente prodigiosna y no otra molécula parecida y estudiar d efecto
dd pigmento puro.

Para hacer la identificacion dd pigmento partimos de una muestra obtenida a hacer una
extraccion con metanol:HCl y con dla se procedié en primer lugar a su andisis por ES-MS, €
cud mosré un pico mayoritario  correspondiente a Mz 3244 (M+H)" que podria
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corresponderse a la prodigiosna (3234 Da). Una vez purificado € pigmento por HPLC y
hecho su andliss por RMN-H comprobamos que redmente se trataba de la prodigiosina
(Boger & Patel, 1988).

La prodigiosna pura fue testada en Jurkat y NIH-3T3. Ensayamos su efecto sobre la
viabilidad cdular y su actividad gpoptética de forma cuditativa a través dd andiss de la
fragmentacion del DNA y de la tincién de la cromatina con Hoechst 33342 y cuantitativamente
por citometria de flujo, utilizando como marcadores la anexina V-FITC y € IP. Edtas pruebas
srvieron para confirmar que la prodigiosna era la molécula con actividad agpoptética que
estébamos buscando.

EFECTO DE LA PRODIGIOSNA EN LINEAS CELULARES CANCEROSAS Y NO
CANCEROSAS

Inicidmente vimos que la muedra llamada CS-2170 tenia un efecto citotdxico mayor en
la linea cancerosa Jurkat que en la linea no cancerosa NRK. A partir de este resultado quisimos
determinar 9§ exigtian diferencias en cuanto a la senshilidad frente a la prodigiosna entre
clulas tumordes y células consideradas normaes y también ver que tipo de tumores que eran
més sendbles d efecto de prodigiosna. Para resolver estas cuestiones incubamos diversas
lineas celulares cancerosas y no cancerosas de digtinta naturaleza y origen con las muestras que
contenian prodigiosna y estudiamos su efecto a través del estudio de la viabilidad cdular, la
fragmentacion de DNA y la tincion con los colorantes Hoechst 33342 y IP. La limitacion de
estos estudios radica en que utilizamos como lineas no cancerosas liness ceulares establecidas,
de las que es sbido que no pueden consderarse cdulas normaes del todo s bien no han

perdido lainhibicidn por contacto ni & control dela proliferacion.

En la mayoria de los canceres mas importantes los avances en los tratamientos son
pequefios (estbmago, colon, etc) o précticamente nulos (melanoma, mama, pulmon, etc.). Por
eda razon quismos tedar d efecto de la prodigiosina en lineas cdulares derivadas de canceres
con eevados indices de mortdidad y que se caracterizan por su agresividad, su resstencia a
los tratamientos actuales y en muchos casos por la fata de tratamientos especificos. Las lineas

cdulares cancerosas  Utilizadas en este edudio fueron de origen  hemaopoyético,
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gadtrointestind, mamario y de pid; a su vez, las linees no cancerosas estudiadas fueron

epiteidesy fibroblastos.

El efecto de la prodigiosna fue andizado en varias linees humanas pertenecientes a los
tres tipos de canceres generados por cdulas de la sangre: leucemias, linfomas y mielomas.
Todas las liness estudiadas fueron sensibles a la apoptosis inducida por la prodigiosina. Para
comparar la sensihilidad de estas cdlulas frente a la prodigiosina caculamos d vaor de la 1Go
en todas dlas y de eta forma pudimos determinar que la linea celular més sendble d efecto de
prodigiosna era Jurkat (180 nM prodigiosing), seguida de HL-60 y Ramos (400 nM
prodigiosing), Molt-4 (440 nM prodigiosind y por Utimo NSO (1100 nM prodigiosing), de
forma que para dcanzar una disminucion en la viabilidad celular dd 50%, la linea Jurkat,
procedente de una leucemia de linfocitos T, necesitd una sexta parte de la droga requerida por
NSO, cédulas de midoma humano, 25 veces menos que Molt-4, proveniente de una leucemia
linfobléstica aguda, y cas la mitad que HL-60 y Ramos, derivadas respectivamente de una

leucemia promielociticay de un linfoma de Burkitt.

El estudio dd efecto de prodigiosina en canceres gedtrointestindes se hizo en dos lineas
derivadas de adenocarcinomas de colon, SW-620 y DLD-1 y en una linea procedente de un
tumor gadrico maigno, HGT-1. Estos ensayos Srvieron para determinar que todas edtas
céulas eran sensibles a la induccion de la apoptosis con prodigiosina. En estos tres casos los
valores de las |G, frente a la prodigiosina fueron de 275 nM para SW-620, 2200 nM en DLD-
1y 3100 nM para HGT-1, indicando que la linea més sensble de todas dlas a la accién de
prodigiosina era SW-620, necesitando 8 veces menos concentracion de droga que DLD-1y
una onceava pate que la requerida por HGT-1, d ensayo de la viabilided cdular también
srvié para ver que en todos los casos, las cdulas tratadas con cantidades crecientes de

prodigiosina mostraban un descenso constante en cuanto a ndmero de cdlulas viables.

Los egtudios hechos en la linea cdula MCF-7 de cancer de mama mostraron que estos
tumores también son sensbles a la activacion de la gpoptosis con prodigiosna El vaor de la
| Cso obtenido d hacer @ estudio de laviabilidad cdular fue de 2000 nM prodigiosina

La induccion de la apoptoss en una linea procedente de un carcinoma epidermoide, la
A431, es un resultado indicaivo de que este tipo de tumores tamhién puede consderarse
senshlealaprodigiosina. LalGy paraesta linea celular fue de 925 nM prodigiosina
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En los estudios redlizados con las lineas cdulares no cancerosas tuvimos que utilizar
concentraciones mas €devadas de prodigiosna Los resultados obtenidos con estas lineas
celulares, ya fuera en fibroblastos (lineas NIH-3T3, NRK y Swiss-3T3) 0 en cdulas epitdides
(MDCK), mostraron que la sendhilidad a la accion de prodigiosna de estas cdulas no
cancerosss era muy inferior a la de las lineas tumorales ensayadas. Los vaores de la 1G5, de
prodigiosina para estes lineas fueron de 2800 nM en NRK, 3000 nM en MDCK y 3400 nM en
Swiss-3T3, mientras que para NIH-3T3 la prodigiosna no mosré actividad citotdxica a las
concentreciones  Utilizadas, sendo la doss maxima de ete edudio 3800 nM. Los ensayos de
fragmentacion de DNA, utilizando para dlo una concentracidon de 2200 nM prodigiosnag,
tampoco mostraron induccion de la gpoptoss mientras que en las lineas celulares cancerosas
sempre detectamos la tipica fragmentacion en escdera a concentraciones menores, del orden

de 800 a 1600 nM prodigiosina segiin lalinea

La prodigiosna actu6 induciendo la apoptoss en liness celulares cancerosas de origen
hematopoyético, gedrointestind, mamaio y de pid. También comprobamos que la
prodigiosina es citotoxica e induce agpoptoss en lineas no cancerosas epitdlides y en
fibroblastos aunque en estas lineas no tumordes fueron necesarias dosis de prodigiosina
mayores para ver estos efectos, alin asi, mientras que la prodigiosina fue eficiente en todas las
liness cancerosas estudiadas no ocurrid o mismo en las no tumorades. Las liness derivadas de
céulas dd torrente sanguineo fueron las que tuvieron una megor respuesta junto con SW-620,
un adenocarcinoma de colon, mientras que la linea cancerosa de peor respuesta fue la géstrica
HGT-1, resultado esperado ya que los tumores géstricos son los més resistentes a los
tratamientos con quimioterapia; de todas formas HGT-1 mostré una sensibilidad mayor que
Swiss-3T3 y NIH-3T3. La prodigiosna también fue capaz de inducir la apoptoss en la linea
cancerosa de mama con caacteristicas epitdides MCF-7 y en d cacinoma epidermoide
A431, necesitando en ambos casos aproximadamente una tercera parte de la concentracion de

prodigiosina requerida por la linea epitelia no cancerosa MDCK.
Esta desproporcion en cuanto d grado de citotoxicidad de prodigiosna entre las liness

celulares cancerosas y las no cancerosas apuntan a que hay una sdectividad de la prodigiosina

por las céulas tumorales, resultado que la sefida como a un posible candidato antitumord.

14



Discusion

PROCESO APOPTOTICO INDUCIDO POR LA PRODIGIOSINA

La prodigiosna actla de forma independiente a p53

Nosotros hemos visto que prodigiosina induce apoptoss en vaias lineas cdulares
cancerosas que tienen mutada p53, td es d caso de las linfocitarias Jurkat y HL60, en los
adenocarcinomas SW-620 y DLD-1 y en las cdulas de cacinoma epidermoide A431,
indicativo de que @ mecanismo inductor de la gpoptosis de la prodigiosina es independiente de

la accion de pb3.

En estudios redizados con céulas procedentes de un mismo donante que se
diferenciaban en € estado de p53 (las hay que presentaban la forma nativa de p53 y otras con
una p53 mutada) se vio que se podia inducir igudmente la gooptosis aunque generamente este
proceso ocurria a tiempos més largos que la apoptosis dependiente de p53 (Huang et al., 1998;
Bracey ¢ al., 1995), en pate posiblemente por su papel como factor de transcripcion y como

sensor del dafio causado en laregulacion dela proliferacion y de lamuerte cdlular.

Bl gen p53 se encuentra mutado gproximadamente en & 50% de los tumores humanos.
Estas mutaciones suelen ocurrir en fases relaivamente tardias del desarrollo tumord y causan
la inactivacion de la proteina p53; la consecuencia en todos estos casos es que se ven dterados
varios procesos fundamentales para la célula que conduciran a incremento en la capacidad de
proliferacion, disminucion de la apoptoss, aumento de la inestabilidad génica, potenciacion de
la angiogéness y a una mayor resdencia a la quimiotergpia (Hollsen e al., 1994,
Donehower et al., 1992).

Muchas de las drogas que se estan utilizando hoy en dia en & tratamiento dd cancer
necesitan de una p53 funcionad para actuar. Ta es @ caso del 5-fluorouracilo 6-FU), tergpia
coadyuvante de eeccion para d tratamiento dd cancer colorectd (Bunz & al., 1999; Lowe &
al., 1993), la camptotecina (Li et al., 2000), € cisplatino (Righetti et al., 1999; Zamble e al.,
1998; Li & al., 1998), d Pt(IV)-bis (monoglutarato), otro compuesto con platino menos téxico
que € anterior (Pérez e al., 1999), la adriamicina y € etopdsido (Lowe et al., 1993; Lutzker &
Levine, 1996), € ketoconazol (Ho & al., 1998), la bleomicina y la actinomicina D (Gibson et
al., 1998), la dtosna ardbinésido (Zhang et al., 1999 McArthur, 1997), e TNP470, que es un
andogo de la fumagillina (Zhang & al., 2000), etc. Otros agentes inductores de la gpoptosis
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funcionan meor en células que presentan una p53 funciona, necesitando concentraciones
menores que en € caso de p53 mutadas, como d taxol o paclitaxd (De Feuris & al., 2000;
Gururganna e a. 1999; ), la gemcitdbina (Cascdlo & al., 2000), d PEITC (fentil
isotiocianeto) (Huang e al., 1998), etc. El hecho de que muchas de estas drogas sean d
tratamiento de deccion en determinados tumores y de que no exista una quimiotergpia
dternativa es la causa de que antes de agplicar un tratamiento antitumora, en muchos casos se

mire primero e estado de p53 en € tumor atratar (Mowart, 1998).

El que una droga actle de forma independiente d estado de p53 supone una gran ventga
frente a muchos de los tratamientos actudes y abre las puertas a tratamiento de muchos
tumores hasta € momento intratables con quimiotergpia. El hecho de que prodigiosna actle
de forma independiente a p53 hace de dla un candidaio interesante para su estudio como

posible agente anticanceroso.

Activacion delas caspasas

Las caspasas son las moléculas efectoras de la apoptosis. Seglin sea la sefid inductora db
este proceso de muerte se podra activar la apoptosis principamente a través de dos vias la via
dependiente de la mitocondria y la via de los receptores de muerte presentes en la membrana
citoplasmética (Green & Reed, 1998). Nosotros hemos edtudiado la activecion de varias
caspasas en la agpoptods inducida por la prodigiosina y su implicacion en @ proceso gpoptético

através de diferentes técnicas.

Los ensayos por Western blot de las cagpazas nos han servido para comprobar que en
células tratadas con prodigiosina se produce € procesamiento de la caspasas 9, 3 y 8, de forma
que parece que las dos principdes vias de induccién de la apoptosis se activarian con
prodigiosina. La activacion de la cagpasa 8 podria sr debida a que la sefid apoptética siguiera
la via extrinseca o ruta de los receptores de muerte; esta via permite a su vez activar la via
intrinseca 0 dependiente de la mitocondria a través de Bid y de esta forma se produciria la
activacion de la pro-caspasa 9. Por otra parte, la activacion de la caspasa 9, que depende de la
liberacion del citocromo C mitocondria, permitiria activar a la caspasa 8 (entre otras) a través
delacagpasa 3 (fig.2).
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FHg2 Prodigiosna induce la adivadon de les cagpasss Posbles caminos a patir de
la adtivadon de la cagpesa 8 0 de la cagpasa 9. Las flechas negras indicen una adtivacion
directa mientras que las de color rgo represtan un mecanismo de amplificadon de la
sfid por rerodimentadon que tiene la odula para asegurar la gpoptoss les caspasss 2, 8,
9 y 10 son inidadoras (de color naranja@), mientras que las cagpasas 3, 6 y 7 Son gecutoras
(de color azul). En discontinuo 2 sefidan los procesos que seguramente £ den aungue no
las hemos probedo.

El orden de activacion de les caspasas 8 y 9 no puede ser determinado con la
informacion de que disponemos pues la activacion de las caspasas comporta una amplificacion
de la s=fid por retrodimentacion, mecanismo que Srve para garatizar la muerte de la cdlula
(Sec et al., 1999). De todas formas, mas adel ante volveremos a este punto.

También andizamos la sdida dd citocromo C de la mitocondria en € tratamiento con
prodigiosna. Mediante la técnica ded Western blot observamos la presencia de citocromo C en

la fraccion citoplasmética de células Jurkat tratadas con prodigiosina

El citocromo C es un transportador de eectrones presente en d espacio intermembrana
de la mitocondria (IMS) que ante la llegada de determinados estimulos apoptéticos es liberado
d citosol; en este espacio s unird a la proteina activadora de caspasas Apaf-1 para formar un
complgo y poder ectivar adl a la caspasa 9, dando lugar a la consecuente activecion de la

cascada de caspasas y a que se induzca find mente la gpoptosis (Slee et al., 1999).
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El estudio de la fragmentacion de la PARP y d empleo de inhibidores de las caspasas
nos han sarvido también para confirmar la activacion de la apoptosis y la implicaciéon de las
caspasas en este proceso de muerte celular. En cdulas tratadas con la prodigiosna hemos visto
que se produce la proteoliss de este subdtraio de las caspasas, indicativo de que en ede

proceso apoptdtico se produce la activacion de estas proteasas.

B empleo dd Z-VAD.fmk, un inhibidor globad de las caspasas, nos ha servido para ver
que con é se producia € blogueo de la gpoptoss inducida por prodigiosna, resultado que
muestra que la activacion de las cagpasas es esencid para que se produzca la muerte por
apoptosis de estas cd ulas.

L a prodigiosina actiia de for ma independiente a la accion protectora de Bal-2

Uno de los caminos que puede seguir una sefid de muerte en la cdula es la via que lleva
a la disfuncién de los organulos, sendo la desorganizacién mitocondrid la més conocida (Vaux
& Korameyer, 1999; Green & Reed, 1998; Thornberry & Lazebnik, 1998); a este nive Bct2
juega un importante papd, pues existe un equilibrio entre los miembros pro-gpoptéticos y los
anti-gpoptéticos de su familia que actuada como punto de control de muerte o “death
checkpoin”; la sobreexpresion de Bd-2 indinard este equilibrio a favor de la supervivencia de
la cdula, por lo que este fendmeno se asocia con la resigtencia a drogas antitumoraes (Israels
& lsradls, 1999).

Hemos viso que la accion gpoptdtica de la prodigiosna es independiente de la
sobreexpreson de bd-2, pues induce apoptosis con la misma eficiencia en clulas Jurkat
trandfectadas de forma estable con bd-2 que en Jurkat no transfectadas (con una expresion
norma de Bck2). Una explicacion a este comportamiento podria ser que € equilibrio entre los
miembros anti-apoptéticos y pro-gpotdticos de la familia de Bd-2 estuviese desplazado a favor
de los segundos. En d caso de lineas cdulares derivadas de cdlulas hematopoyéticas se ha
implicado como miembro pro-gpoptdtico a Bax (Brimmd et al., 1998; Clow et al., 1998);
podria ser que en respuesta a tratamiento con prodigiosina se vieran modificados los niveles
de Bax 0 de otro miembro pro-gpoptético de la familia, lo que explicaria la pérdida dd
equilibrio Bd-2/Bax a favor de la gpoptosis, pero concretamente en Jurkat, la linea cdular mas
senshle a la prodigiosna de todas les que hemos edtudiado, ademas de p53 (Vigoito & al.,
1999; Chen & Haass, 1990) también tiene mutado bax (Mejerink e a., 1991); esta doble
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mutacion tendria que hacer a estas cdulas, por definicion, muy resisentes a la muerte por

apoptosis (Israels & Isragls, 1999).

Bd-2 es también un substrato de las cagpasas; la activacion de las caspasas produce la
pérdida de su extremo amino-termind que actuard como inductor de la gpoptosis a través de la
activecion de otras caspasas (Cheng & al., 1997); este mecanismo tendria la misma findidad
que la fragmentacion de la PARP, que es la de assgurar la muerte de la cdlula y podria explicar
también por qué la sobreexpresdén de Bd-2 no protge a la cdula dd efecto gpoptdtico de la
prodigiosina

El hecho de que € mecanismo de induccion de la gpoptoss activado por la prodigiosna
sea independiente de ambas moléculas protectoras, p53 y bck2, es una ventgia sobre otras

drogas utilizadas hoy en diaen € tratamiento del cancer.

La prodigiosna es un inhibidor dela PKC

La activacion de las INKs, p38 y de las ERKs puede ser critica para la apoptosis de la
cdula la activacion de las ERKs es capaz de anular la respuesta apoptética de las otras dos
quinesas y es poshle que este proceso regulador no sea tanto debido a una cuestion
cuantitativa sino cuditativa de las sefides que 2 expresen (Xia @ a., 1995; Rincdn & al.,
2000).

De andiss de los estudios redlizados can é TPA, un édter de forbol que activa la PKC,
podemos concluir que en cdlulas tratadas con TPA y prodigiosina se consigue la proteccion
frente a la induccion de la apoptoss, supuestamente a través de la activacion de la PKC. Egte
efecto protector podria ser debido a la activacion de las ERK1/2 pues hemos viso que
utilizando un inhibidor especifico de su activacion, € PD98059, se consigue de nuevo inducir

la apoptoss con prodigiosna

Queda pendiente estudiar la activacion de INK y de p38, que conduciria seguramente a
la muerte clular y de esta forma determinar S la prodigiosna es cgpaz de ectivar adguna de
edas vias de transduccion de la sefid apoptdtica De todas formas hemos visto como la

prodigiosna induce € aumento de la expreson de cJun, factor regulado via INK y también de
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c-Fos, ambos hechos tendran posiblemente como resultado un refuerzo en la induccion de la

gpoptosis através dd complgio AP-1.

La prodigiosina induce cambios en € citoesqueleto

Una obsarvacion que nos parecié muy interesante fue un hecho comin a las cdlulas que
crecian adheridas a la base de la placa de cultivo, tanto cancerosas como no cancerosas y era
que d ser tratadas con prodigiosing, a doss que incluso no tenian efecto en la viabilidad de las
clulas, @ primer cambio que se gorecidba era que e desenganchaban de la placa pero
permanecian unidas entre ellas (esta union se perdia a dosis elevadas). En estas cdulas hicimos
una prueba consstente en lavarlas y ponerlas en medio fresco una vez desenganchadas de la

base de la placa de cultivo y vimos que se volvian a adherir, revertiendo € efecto.

Es sabido que la pérdida dd contacto de una cdlula con las vecinas 0 con la matriz
extracdlular puede llegar a inducir la apoptosis de la cdula @noikig (Ruodahti, 1997); a este
fendmeno s le conoce con € nombre de dependencia d anclge y es necesario para €
crecimiento y la supervivencia de la cdula Al poder revertir d efecto de la prodigiosina la
gpoptoss que induce podria ser debida a la pérdida de anclaje pero no d revés, aun asl estos
estudios no permiten saber S la gpoptoss inducida por la prodigiosina es consecuencia directa

delapérdida delaadhesion cdular o s por € contrario es activada por otras vias.

En nuestro laboratorio s2 ha estudiado la reacion entre la prodigiosina y los cambios en
d citoesqueleto que tienen lugar durante la apoptosis y hemos visto que la prodigiosina induce
la reorganizacion de citoesqueleto de acting, poshble causa de la pérdida de los contactos
focales que actlan como puntos de anclge de los filanentos de actina a la membrana en las

cédulasen cultivo (Diaz-Ruiz et al., en prensa).

También hemos visto que € efecto gpoptético de la prodigiosina es précticamente nulo
cuando las cdulas son tratadas previamente con e éster de forbol TPA, un potente activador de
la PKC. Este fendomeno puede estar rdlacionado con @ anclge de las cdulas y las integrines.
Las integrinas son unas proteinas de transmembrana que unen elementos estructurales como
los filamentos de actina con la matriz extracdular a través de otras proteinas, que también
pueden activar ciertas vias de transmison de sefid como la via de la PKC (Clark & Brugge,
1995). La pérdida de laintegridad de las integrinas podria explicar esta falta de efecto.
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OTROSESTUDIOSREALIZADOS CON LA PRODIGIOS NA

Hemos querido incluir en este gpartado una serie de resultados obtenidos en nuestro
laboratorio que no pertenecen a este trabgo, pero que serdn muy Utiles para explicar €

mecanismo de accion de la prodigiosina

La prodigiosina es un inhibidor de la Topoisomerasa |

Edtudios redizados en nuedtro laboratorio han servido para demostrar que la prodigiosina
es una droga que interacciona con € DNA e inhibe la DNA Topoisomerasa | (Ollinger & 4.,
manuscrito en preparacion). Las DNA topoisomerasas son unas enzimas que actlan relgando
e DNA superenrollado heciendo cortes en una de las cadenas del DNA; la Topoisomerasa |
paticipa en los procesos de la replicacion dd DNA, la transcripcion dd RNA, la
recombinacion dd DNA, en la condensacion de los cromosomas y en € mantenimiento de la
estabilidad gendmica. Se ha visto una sobresxpreson de esta enzima en multitud de tumores y
en vaias liness cdulares, entre dlas Jurkat, hecho que sugiere la importancia que debe tener
para las cdulas € mantener los niveles normaes de esta proteina (Chen & a., 2000). En su
trabgo, Chen y cols. (2000) describen que ni en Jurkat ni en otras lineas tumorales encontraron
actividad de la enzima responsable de la degradacion de la Topoisomerasa |, posiblemente una

trypsin-like serine protease 1o que explicaria su incremento en las células cancerosas.

Hoy en dia esta demostrando que los inhibidores de las topoisomerasas son muy eficaces
en d tratamiento dd cancer (Huang & Pardee, 1999; Ferrante et al., 1999; Kollmannsberger e
al., 1999; Pindur & Lemger, 1998) incluso en tumores que se saben resstentes a la
quimiotergpia convencionad como €& cancer de estdmago (Tsunoda e a., 1999). Se ha probado
también la combinacion de drogas antitumoraes como d 5FU con inhibidores de las
topoisomerasas  (Rothenberg & Blanke, 1999; Armand & a., 1999), obteniéndose unos

resultados muy prometedores.

Ante la sugerencia de que la diana tergpéutica de prodigiosna podria ser la
Topoisomerasa | estamos estudiando la reacion entre la actividad de la prodigiosna y € ciclo
ceular.
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Laprodigiosnainhibed ciclo celular

Paa sdber s la prodigiosna interviene en la proliferacion cdular hemos estudiado su
efecto sobre la incorporacion de timidina-H® en cdulas Jurkat y hemos visto que d tratarlas con
prodigiosna se produce una inhibicion en la sintesis de DNA proporciond a la pérdida de la
viabilidad, resultado que confirma que la prodigiosina inhibe la proliferacion cdular y que este
proceso tiene lugar de forma dosis-dependiente. Para poder conocer en qué momento de ciclo
eda interviniendo nuestra droga también hemos estudiado variass moléculas importantes en la
regulacion dd ciclo cdular.

Sabemos que p53, molécula responsable del control ddl ciclo cdular, esta mutada en la
mayoria de las lineas celulares que hemos estudiado entre las que se encuentra Jurkat, las
cdulas con las que = edtan haciendo estos egtudios. Al inducirle un dafio en una célula p53
actuaria promoviendo la parada del cido en G1 hasta que d dafio fuese reparado; para dlo lo
que haria serfa inducir la expreson de p21, un inhibidor de las CDKs. La inhibicion de varios
complgos cicinaeCDK (ddina D-CDK4, ciclina D-CDK6 y cicdina ECDK2) tendria como
consecuencia la inhibicién de la fosforilacion de Rb, impidiendo as la liberacion de E2F y por
tanto que este factor indujera la transcripcion de proteinas necesarias para entrar en fase S
(fig.3) (revisado en lsraels & lsradls, 1999). En € caso de que € dafio cdular fuese irreparable
p53 induciria la apoptosis de la cula a través de la via Bck2/Bax.

Como p53 no es funciond en Jurkat o que hemos hecho ha sido mirar qué ocurre a nive

de p2ly Rb y hemos visto que en las cdulas tratadas con prodigiosina se inhibe la fosforilacion

de Rby laexpresion de p21 (en este Gltimo caso, previa estimulacion con TPA).

- / _— TGF-b
= @
> Gl l( \ l / AMPC
Rb ).. w ‘— Contactos cdlulares
R ® /\ H\‘ pS3
<

Alteracionesen € DNA

Fg 3 Regueadon de Gl a través de la hipafodorilacion de Rb: inhibiddn y control
de edaetgpadd ddo odular por sefides externes.
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La prodigiosina también inhibe la expresidén de p27, posblemente a través de su accion
sobre los contactos focdes. p27 es un inhibidor de la actividad CDK2 y un modulador de la
apoptosis, ya que la fata de expreson de p27 en condiciones como seria b ausencia de factores
de crecimiento, una situacion de estrés celular, se ha relacionado recientemente con la apoptosis
de la cdula (y la parada de ciclo) a través de control de los complgios ciclinaCDK: s la
actividad de ciclina E-CDK2 no s ve modificada la cdula sera conducida a la apoptoss,
mientras que s la actividad cidina E-CDK2 s incrementa la cdula entrara en la fase S dd
ciclo cdular; en ambos casos s ha viso que se produce un aumento en la actividad de ciclina
A-CDK2 (Hiromuraet a., 1999).

Dada su importancia en la regulacion dd ciclo cdular hemos mirado qué ocurre a nive
de varias ciclinas y CDKs que actlan a nivd de Gl y en la transcién G1-S. De momento
hemos visto que la prodigiosina inhibe la expresion de la ciclina E pero no tiene efecto sobre la
ciclina A; también hemos comprobado que la activided de CDK2 decrece dgnificaivamente en
clulas tratadas, mientras que la expresén tanto de CDK2 como de CDK4 no parece
modificarse. Egtos resultados indican que los complgos cicdlina E/CDK2 necesarios para d
inicio de la fae S, y los de ciclinaA/CDK2 que controlan la elongacion de la sintesis de DNA,

se inhiben con prodigiosina

Estos datos parecen indicar que la prodigiosna inhibe € cicdo cdular porque blogquea la
entrada en S, actuando a nivel Gltardio-S; ademés, la inhibicion de la sintess de DNA s veria

reforzada a través de su mecanismo inhibidor de la Topoisomerasal.

Parte de edtos resultados concuerdan con la descripcion del mecanismo descrito para la
undecilprodigiosina (UP) (Songia et al., 1997). Ambas moléculas, UP y prodigiosing inhiben
la fosforilacion de Rb e inhiben la proliferacion; ademés, la UP impide la entrada de las cdlulas
en la fae de sintesis dd DNA (fae S). También se ha descrito para la prodigiosna 25-C (PrG),
otro miembro de esta familia, que inhibe la respuesta mitogénica de esplenocitos de ratén y €
crecimiento del linfomade c8lulas T (Tauji et al., 1990; Kataoka et al., 1992).
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LA PRODIGIOSNA TIENE UN MECANISMO DE ACTUACION DIFERENTE AL DE
OTROSMIEMBROSDE SU FAMILIA

Se ha viso un efecto opuesto en cdulas Jurkat estimuladas con ésteres de forbol y
tratadas con otros miembros de la familia de las prodigiosinas, en d caso de células tratadas
con cidoprodigiosnaHCl (cPrG-HCl) se produce un amento en la muerte ceular con
respecto a las tratadas Unicamente con cPrG-HCl (Kawauchi et a., 1997; Azuma et d., 2000),
mientras que nosotros hemos visto que en cdulas tratadas con TPA y prodigiosna se inhibe la

muerte inducida por laprodigiosna.

El PNU156804, un andogo de la UP, actla también inhibiendo la expreson dd complgo
transcripcional AP-1 que puede formarse por la heterodimerizacion de Jun y Fos (Mortelaro e
al., 1997). Nosotros hemos mostrado que prodigiosina induce la expresién de ambos factores de
transcripcion, c-Jun 'y ¢ Fos, resultado que se contradice con € obtenido con € PNU156804.

Los edudios de Songia y cols. (1997) demuestran que la UP actGa disminuyendo los
niveles de CDK4 (estudio hecho por Western blot, no por actividad) y de ciclina A. Mortelaro
y cols (1999) desriben en mismo mecanismo de actuacion para d PNU156804.
Contrariamente a estos resultados, nosotros no hemos visto cambios en la expresén de CDK4
ni de cidina A con prodigiosna Tanto UP como su andogo PNU156804 no tienen efecto
sobre la expreson de p27 (Songia & a., 1997; Mortelaro & al., 1999); contrariamente,
nuestros estudios indican que prodigiosina actda inhibiendo los nivdes de ambas proteines.
Estas diferencias nos hacen pensar que ambas moléculas interfieren con ciclo ceular en puntos
diferentes UP y PNU156804 inhiben d cido cdular en d punto G1 medio-tardio, mientras que
prodigiosina actiaen € punto G1 tardio-S.

MODELO PROPUESTO PARA EL PROCESO APOPTOTICO INDUCIDO POR LA
PRODIGIOSINA

Se conocen numerosas sustancias inductoras de la apoptosis pero son pocas de las que se
sabe @ mecanigmo activador de proceso agpoptdtico. Sabemos que la prodigiosna actia a

muchos niveles. es dependiente de caspazas, activa las cagpasas 9, 3 y 8, su efecto es inhibido
en cdulas tratadas con TPA, detiene d cicdo cdular, interacciona con € DNA, inhibe la
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Topoisomerasa |, ec. pero ignoramos cud es @ acontecimiento que actlia realmente como

inductor de la apoptosis.

Muchos procesos que tienen lugar en la cdula dependen de la correcta digtribucion de
los iones H' en determinados compartimentos celulares, mientras que @ citosol actia como un
tampon que equilibra d pH cdular. Alteraciones en la regulacion de pH de estos organulos, ta
es d caso de las mitocondrias, pueden tener como consecuencia la muerte cdular (Masuyama
¢ a., 2000). Cietos datos que gparecen en la bibliografia nos han hecho pensar que
prodigiosna podria actuar a través de la desestabilizacion de pH mitocondriad, hecho que
tendria como consecuencia la liberacion d citosol dd citocromo C mitocondrid y por tanto la

activacion de la apoptosis.

Egtudios in vitro han modrado que paa que @ citocromo C pueda activar de forma
eficiente a las cagpasas € pH dd citosdlico debe ser &cido. Estos resultados concuerdan con €l
hecho de que en la gooptoss inducida a través de la via dependiente de la mitocondria
(conocida también como via intrinseca) se produce répidamente la dcdinizacion de la
mitocondria y la acidificacion del citosol (Matsuyama et al., 2000; Llopis et al., 1998). Se cree
que d mecanismo de agunas droges inductoras de la gpoptosis podria ser a través de la

induccion delasdidadd citocromo C de lamitocondria, p.e. aspirina (Piqué et a., 2000).

Los miembros de la familia de Bck2 regulan @ proceso agpoptético actuando sobre la
compartimentacion mitocondriad del citocromo C; de forma que mientras que Bcl-2 y Bcl-x
previenen la redistribucion del citocromo C en respuesta a mlltiples estimulos inductores de la
muerte celular, Bax promueve su sdida a través de un cand especifico Stuado en la membrana
extena (revissdo en Antonsson & Martinou, 2000 y Vander Heiden & Thompson, 1999).
Nosotros hemos viso que la apoptosis inducida por la prodigiosina es independiente de la
accion protectora de Bck2 y de Bax (en € caso de Jurkat), aunque podrian ser otros miembros
de la familia los que estuviesen implicados en este proceso. De todas formas, ciertos indicios

nos hacen creer que la explicacion alaliberacion del citocromo C mitocondrid puede ser otra,

La mitocondria también puede intervenir en @ proceso de muerte ceular como
consecuencia de la regulacion de cambios en su potencia de membrana, € pH citoplasmético y

d edado redox de la cdula cambios en la funcin mitocondrid pueden ser responssbles del



Discusion

incremento en los niveles de especies de oxigeno reactivas y de la acidificacion dd citosol,

acontecimientos tempranos en la gpoptosis (Vander Heiden & Thompson, 1999).

Se han propuesto dos procesos que explicarian la sdida del citocromo C mitocondria
durante la agpoptoss. El primero describe un mecanismo dependiente del volumen: debido d
aumento del volumen de la matriz mitocondria se produciria la tumefaccion de la mitocondria
que provocaria la ruptura de la membrana externa y la liberacion dd citocromo C, junto con
otras proteinas normadmente presentes en € IMS. El segundo mecanismo defiende que la
permesbilidad de la membrana externa mitocondrid se dteraria de forma sdectiva a través de
la apertura de un cand en la membrana mitocondrid extena que permitiria la sdida de
determinadas proteinas, entre las cudes edtaria @ citocromo C (Masuyama € al., 2000;
Antonsson & Martinou, 2000). Para explicar d mecanismo deperdiente del volumen existen
dos moddos, uno defiende que se produciria un aumento no sdectivo de la permesbilidad de la
membrana interna mitocondrid a través de un gran complgo multiproteico llamado poro PT
(permeability-trangtion  pore); segin  un  segundo moddo, € aumento dd  volumen
mitocondrial se deberia a la apertura de unos candes idnicos desconocidos presentes en la

membrana externa (Vander Heiden & Thompson, 1999; Antonsson & Martinou, 2000).

En un trabgo reciente dirigido por JC Reed (Masuyama et a., 2000) se demuestra que
la dteracion dd pH mitocondrid representa un acontecimiento temprano que precede a la
sdida ddl citocromo C y a la gpertura de los poros PT y que ademés, facilita la activacion de
las cagpasas mediada por € citocromo C; td es € caso de ciertos estimulos apoptéticos como
la estaurosporing, Bax y las radiaciones UV, todos dlos mitocondria-dependientes, con los que
s produce la dcdinizacion de la mitocondria y la acidificacion del citosol, seguido de la
liberacion del citocromo C, activacion de las caspasas y la tumefaccion, la despolarizecion y la
pérdida dd gradiente de H™ mitocondrides, de forma que la apertura de los poros PT es un
acontecimiento tardio, posterior a la activacion de las caspasas. Estimulos apoptéticos
mitocondria-independientes como Fas no siguen este proceso por lo que en estos casos la
activacion de las caspasas es independiente del pH dd citosol. De este trabgo se deduce, por
tanto, que una sustancia que dtere @ gradiente de H' en la mitocondria inducira posiblemente

la apoptosis de la cdula a través de este mecanismo activador.

En un principio se habia descrito que la prodigiosna 25-C (PrG) actuaba inhibiendo las
bombas de protones vacuolar y mitocondrid (V- y F-ATPasd), proceso que conducia a
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aumento dd pH de los compartimentos vacuolares acidicos (como d agpareto de Golgi,
endosomas, lisosomas y vesiculas de secrecidon), asi como de la mitocondria, causando
cambios morfolégicos y funcionales en estos organulos (Kataoka et a., 1995a; Kateoka et d.,
1995h; Lee e d. 1995). Posteriormente, estos mismos autores demostraron, a través de
nuevos edudios, que d efecto dcdinizante de varios miembros de la familia de las
prodigiosnas (como prodigiosna, PrG y metacicloprodigiosnd) se debia en redidad a que
actuaban como cotransportadores del tipo smporte de H/Cl™ (equivdente d intercambio o
antiporte OH/CI); también comprobaron que la actuacion de estos nuevos iondforos no
afectaba practicamente a la formacion de potencid de membrana mitocondrid (DY) ni a la
actividad F-ATPasa (en la membrana interna mitocondrid), pues en un estudio hecho con
particulas submitocondriales, la concentracion de prodigiosina necesaria para reducir d 50% la
actividad ATPasa y la formacion de DY, fue dd orden de 1.000 veces superior a la requerida
para inhibir la activided acidificadora (Konno et a., 1998; Sao e d., 1998); de edtos estudios
s deduce que edtas subgtancias actlan como inhibidores de la acidificacion inducida por la
respiracion oxidativa, pero sn interferir en este proceso de sintesis de ATP ni por tanto sobre

laformaciondd DY,

CGracias a la autofluorescencia de la prodigiosna hemos podido estudiar su entraba en las
cdulas en cultivo; d observar d microscopio de fluorescencia las células tratadas hemos visto
que la entrada de la prodigiosna es muy rgpida (en menos de un minuto), quedando locaizada
en granulos dd citosol drededor dd nlcleo pero no la hemos detectado en la membrana
citoplasmatica (imagenes de la cubieta de este trabgjo); estas observaciones apuntan a que la
diana de la prodigiosna en la cdlula eucariota podrian ser organulos como las mitocondrias o
d gparato de Golgi.

El moddo que proponemos para explicar la activacion del proceso apoptético inducido
por la prodigiosina se basa en todos estos datos y en que la prodigiosina induce la sdida de la
mitocondria del citocromo C (fig. 5.2 de Resultadog); todo dlo gpunta a que la induccién de la
apoptosis seria consecuencia de su modo de actuacion como cotransportador del tipo H/CI
smporte, dispando € potencid eéctrico de transmembrana a través de la membrana externa
mitocondriad pero manteniendo intacto € volumen, debido a que actuaria Unicamente como
poro permesble a iones, manteniéndose intacta la actividad ATPasa y por tanto € intercambio
ATP/ADP (fig. 4); a dtas concentraciones de prodigiosina, debido a la induccion de la pérdida



Discusion

dd DY, se produciria la tumefaccion de la matriz con la consecuente ruptura de la membrana
mitocondrial externa; estudios redizados con PrG describen que d cabo de una hora de
tratamiento s habia producido un aumento del volumen dd agparato de Golgi y de las
mitocondrias, apoyando esta teoria (Kataoka et d., 1995a; Konno et al., 1998).

? DY m
? FATPasa

Activacion Dfﬂ M DXﬂ
de las caspasas 3 3

1 Caspasa 9 Caspasa 3 Caspasa 8

APOPTOSIS

Fg 4. Posble mecanismo de acdon de la prodigiosna A) mitocondiia vidlle B)
la prodigosna produce una dteradon en la fundon mitocondrid d aduar como
cotrangportador  tipp  smporte de H/Q la membrana edema piede U integridad,
liberdndose d dtocromo C y otras proteines como las capasss, ec; C) adtivadon de la
cagpasa 9 via dtocromo C/Apaf-1, que attiva a la cagpesa 3 y en consecuencia, ativacion
de lacagpasa 8 (seguramente también se activan las cagpasas 7, 2 y 10); D) gpoptods

POSBLES APLICIONES DE LA PRODIGIOSNA

Se ha destrito una actividad inmunosupresora para la prodigiosna por Han y cols. (Han
e al., 1998) y para otros miembros de la familia como cidoprodigiosnaHCl (Kawauchi et al.,
1997; Azuma ¢ a., 2000) y prodigiosina 25C (Tuji et al., 1992; Lee et al., 1995; Songia et



Discusion

al.,, 1997; Lee & a., 1998). La importancia de que la prodigiosna haya inducido apoptosis en
lineas cancerosas de origen hematopoyético estriba en que, ademas de su posible uso como
inmunosupresor, también puede tener aplicacion en € tratlamiento de estos canceres.
Recientemente Yamamoto y cols. (20008) han esudiado @ efecto de la cicoprodigiosinaHCI
en la linea HLB0 y han descrito que es capaz de inducirles la apoptosis y la diferenciacion a
monoacitos, por lo que sugieren que la cicloprodigiosnaHCl podria ser un candidato a tener en

cuentaen d tratamiento de laleucemia

Previamente a la aparicién de este trabgo, iniciamos un estudio en colaboracion con €
Dr. Joan Gil y su grupo Departamento de ciencias Fisioldgicas |, UB), para ver € efecto de la
prodigiosna en la leucemia linf&ica cronica de cdulas B (LLC-B). La LLGB s debe a la
proliferacion y acumulacion de un clon de linfocitos B neoplésicos en la sangre, médula Gsea,
nédulos linfoides y bazo, aunque poseen una morfologia de linfocitos B maduros, son
deficientes en la produccion de anticuerpos, de forma que los pacientes que padecen esta
enfermedad son propensos a padecer infecciones (Montsarrat et al., 1997). Condtituye d tipo
de leucemia més comin en & mundo occidenta, sendo la media de edad en  momento de
diagnéstico de 65 afios, con sdlo un 10-15% por debgo de los 50 afios y es més frecuente en
varones. En generd tiene una buena prognosis, aunque la fdta de tatamientos especificos hace
que en agunos casos que la supervivencia eé entre 1 y 5 afios (Rozman & Montserrat, 1995).

Latergpia actud se basa principa mente en la gplicacion de clorambucil.

Desde hace tiempo se conoce la relacion de determinados factores hioldgicos, como la
mutacion de p53 y la sobreexpreson de Bd-2, con la resstencia d tratamiento de la LLC
(Banngi & Byrd, 2000); dado que la prodigiosina actlla de forma independiente a p53 y Bct2,
ede trabgo nos paecié de gran interés. En este edudio s estén utilizando muedtras de
pacientes que no estdn siendo tratados con quimiotergpia, para evitar una posible respuesta
dterada d tratamiento con prodigiosna Los resultados de que disponemos gpuntan a la
prodigiosna como a un posible candidao en € tratamiento de la LLC, d compar su toxicidad

con la de otros quimioterpicos actudmente en uso (Campas @ a., manuscrito en

preparacion).

El cancer de colon representa un 9% de todos los tumores que gparecen cada afio en €

mundo. A pesyr de que en su tratamiento se estan utilizando drogas quimiotergpéuticas

inductoras de la apoptods, promotoras de la diferenciacion cdular o inmunomoduladoras
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(Langman & Boyle, 1998, Agawd e al., 1999; Cadafio et al, 1999), con & objeto de
prevenir la metastasis o € contral de las recidivas, la Unica terapia redmente eficaz hoy en dia
es la extirpacion quirdrgica. La prodigiosna ha mostrado una enorme sdectividad para las
lineas tumordes derivadas de adenocarcinomas de colon, pudiendo ser una tergpia a tener en
cuenta, ya sea por S sola 0 como refuerzo a la quimioterapia actua, basada principalmente en
d empleo de 5-FU (Sinicrope & Sugarman, 1995; Royce & Pazdur, 1999; van Cutsem et al.,
1999). Ademés, hemos visto que se estén haciendo estudios con resultados muy interesantes en
los que s combina d 5-FU con inhibidores de las topoisomerasas (Rothenberg & Blanke,
1999; Armand & al., 1999); dado que la prodigiosina es un inhibidor de la Topoisomerasa |,

esta combinacidn podria ser muy interesante.

El principa problema en la terapia dd cancer de estémago es la fdta de tratamientos
eficaces, d tratamiento més efectivo para ese tipo de tumores es la extirpacion quirdrgica,
posible Unicamente en un 50-60% de los casos diagnogticados, mientras que d empleo de
quimioterapia, tan aconsgable en otros tumores en los que edtd recomendada la cirugia, sdlo se
utiliza como refuerzo debido a la gran resstencia que desarollan estos tumores (Kelsen,
1996). Dd edtudio obtenido a tratar con prodigiosna la linea HGT-1, procedente de un
carcinoma de estdmago, podemos concluir que, S hien es cieto que ha sido la linea cancerosa
conlalCsy mésdta, hasido més sensble que NIH-3T3y Swiss3T3.

El cacer de mama presenta una respuesta moderada a la quimiotergpia que se gplica
actudmente, pero a pesar de dlo sigue teniendo un ma prondstico. Una vez més, € tratamiento
de deccion es la extirpacion quirdrgica y no exigte un traamiento farmacologicamente
adecuado para € control de esta enfermedad. Los resultados aqui presentados se han hecho
utilizando una sola linea, la MCF-7, peo en nuestro grupo se etta tradbgando en la
caracterizacion del efecto de prodigiosina sobre otras lineas cdulares de cancer de mama; los
resultados de los que disponemos en este momento indican que en la linea MDA-MB-231
también responde a través de la activacion de la gooptoss en presencia de prodigiosing,
obteniéndose una 1G5, de 750 nM, vaor que la sitla entre las lineas celulares més sensibles de

entre las que hemos estudiado.

Recientemente s ha viso que la cicloprodigiosinaHCl también induce la gpoptoss en
lineas celulares humanas de cancer de mama (Yamamoto e al., 2000b). Entre las lineas que
edudian estén también MCF-7 y MDA-MB-231, presentando unos vdores de IG, de 550 y
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620 nM cicloprodigiosnaHCl respectivamente. En este trabgo Yamamoto y cols. encuentran
que la cicloprodigiosnaHCl también tiene efecto sobre otras lineas cdlulares no cancerosss,
como la linea epitdid de mama humana HBL-100, aunque para lograr este efecto son
necesarias concentraciones de entre 3 y 4 veces superiores a las utilizadas en las lineas

cancerosas.

La importancia de que prodigiosina se haya mostrado sdectiva en A431, linea derivada
de un cacinoma epidermoide, es también un resultado cuanto menos interesante 'y U
importancia estriba en que la tergpia de cancer de pid es de gran importancia sanitariamente
puesto que en los préximos afios la incidencia de este tipo de tumores sufrird incrementos

darmantes.

Los resultados presentados en esta tess no permiten, por S solos, de hablar de
prodigiosina como molécula antitumora; para dlo sarian necesarios muchos mas edudios, s
bien adgunos de dlos ya han ddo redizados con otros miembros de su familia; con
cicloprodigiosnaHCl se han llegado a hacer estudios en animaes xenotrangplantados y los
resultados que se obtuvieron han hecho pensar en su uso para d tratamiento de cancer
hepdtico (Yamamoto et al, 1999). Incluso se estén estudiando andogos sintéticos de estas
moléculas naturdles con e objeto de mgorar sus propiedades farmacoldgicas, como €
PNU156804 (Rizz0 et al., 1999).

El hecho de que prodigiosna sea una molécula fluorescente la hace un candidato
interesante para diferentes edtudios y posibles aplicaciones, como por eemplo, estudiar su
locdizacion intracelular.  Actudmente s estdn  gplicando  sustancias  fluorescentes  para
locdizar y caracterizar tumores, este marcge e edta gplicando en la tergpia fotodinamica del
cancer (PDT) para detectar  momento Optimo de irradiacion (maxima diferencia de
concentracion entre d tegido tumord y € sano), fundamenténdose en € hecho de que los
tgidos enfermos presentan caracteristicas de fluorescencia diferentes a las de los tgidos sanos;
para dgunos tgidos estas diferencias son observables directamente, pero en otros casos es
necesario utilizar un marcador fluorescente del tumor. La sdlectividad de estas moléculas por
las clulas o tgidos tumordes no es ago indispensable, pues s pueden conjugar con
anticuerpos  especificos contra céulas tumorales (Mew et d., 1983; Jang e d. 1999). Seria
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interesante poder determinar la sdectividad de prodigiosina por los tgidos o cdulas tumordes,

ya que pues seria una ventgja sobre otras moléculas y de momento slo hemaos hecho estudios
in vitro (Scott & Goa, 2000; Chen & de Witte, 2000; Rosenkranz et al., 2000).

Ademds de poder s utilizada como marcador, prodigiosna presenta otras
caracteristicas comunes a los fotosensibilizadores que la hacen un candidato interesante para su
empleo en la terapia fotodindmica del céncer. En primer lugar, fue descrita hace tiempo su
habilidad como fotosenshilizador (Roth, 1967), caracteriica que aprovecha S marcescens
para colonizar d medio; en segundo lugar, sabemos que la mayoria de los fotosensibilizadores
son tetrapirroles, como las porfirinas (Bonnett, 1981) y cabria esperar que los tripirroles como
prodigiosna también pudieran tener adgin interés, creemos que seria interesante estudiar la
utilidad de prodigiosina, asi como la de otros miembros de la familia como cicloprodigiosing,
con una edructura ciclica parecida a los tetrapirroles antes mencionados. Es importante que la
molécula fotosensibilizadora absorba en la zona roja del espectro, porque a mayor longitud de
onda de la luz incidente hay una mayor transmitancia de los tgidos y se consguen mejores
resultados a igualdad de doss, prodigiosina presenta un pico de absorcion a | =534 nm, lo que
permitiriatrabgar con unaintensidad de luz bastante aceptable.

Puede ser que en un futuro se llegue a la conclusion de que la prodigiosna como td no sea Util

para € tratamiento del cancer, pero de momento parece una molécula muy interesante para €
estudio de la gpoptosis.
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1 La prodigiosna procedente de la cepa bacteriana Serratia marcescens 2170 induce la
muerte celular a través de la gpoptosis. La norprodigiosing, pigmento producido por € mutante
S marcescens OF, es también una molécula inductora de la apoptosis aunque menos eficaz

que la prodigiosina

2. La prodigiosna ha modrado ser muy eficiente en inducir gpoptoss en liness celulares
cancerosas de diverso origen: hematopoyético (Jurkat clon E6-1- leucemia de linfocitos T,
Moalt-4- leucemia linfobléstica aguda, HL-60- leucemia promidocitica, Ramos-linfoma de
Burkitt vy NSO midoma),  gadtrointesting (HGT -1-carcinoma  géstrico, DLD-1
- adenocarcinoma de colon y SW-620- adenocarcinoma de colon procedente de un nddulo
linf&ico), de mama (MCF-7- adenocarcinoma) y de pid (A431- carcinoma epidermoide). Las
cdulas cancerosas que presentaron una menor 1Gso (225 nM de prodigiosng) han ddo las

células Jurkat correspondientes a una leucemia de linfocitos T.

3. La prodigiosna también ha mostrado su efecto apoptético en lineas cedulares no
cancerosass tdes como: MDCK (NBL-2)- cdulas epitdides no mdignas de rifion de Canis
familiaris NIH-3T3-células de embridén de ratdn Swiss, NRK-49F-fibroblastos de rifion de

rata, Swiss-3T3- cdulas embrionarias de ratdn Swiss. De todas elas las que presentaron una
menor 1G5, (2800 nM de prodigiosinad) han ddo las cdulas NRK-49F correspondientes a

fibroblastos de rifidn de rata.

4. En € proceso apoptdtico inducido por la prodigiosna se produce la sdida de la
mitocondria del citocromo C y la activacion de las caspasas 9, 3 'y 8 asi como la fragmentacion
de la PARP. Este proceso apoptdtico desencadenado por la prodigiosna es independiente de
P53y delaaccion protectora de Bcl-2.



5. El efecto apoptdtico de la prodigiosna es préacticamente nulo cuando las céulas son
tratadas previamente con d éster de forbol TPA, que es un potente activador de la proteina-
quinasa C (PKC). Ademés, la fosforilacion de las quinasass ERK1/2 inducida por  TPA s ve
inhibida por la prodigiosna  Estos hechos nos indican que la adtivacion de la PKC d menos
por una de las vias de las MAP quinasas (ERK1/2) protege a las cdlulas de la accion gpoptdtica
dela prodigiosna

6. La prodigiosna induce un incremento en la expresion de los factores de transcripcion c-
Jun y c¢Fos; ambos hechos tendran como resultado en la cdula un refuerzo en la induccion de
la gpoptosis através dd complejo AP-1.
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CULTIVO DE CELULAS PROCARIOTAS

Cepas bacterianas utilizadas

- Searatia marcecens 2170; cepa ambienta productora del pigmento  prodigiosna (2-
metil-3- pentil - 6- metoxi prodigi oseno).

- S marcescens ATCC 274: cepa productora de prodigiosina.

- Cepas de S marcescens deficientes en la biosintess de prodigiosha S marcescens
-OF, -WFy -933:

- B mutante OF no puede formar € compuesto MBC (4-metoxi-2,2'-bipirrol-5
caboxadehido), llegando sdlo a la sintess dd precursor HBC (4-hidroxi
2,2"-bipirrok-5-carboxadehido). De la union entre HBC y MAP (2-metil-3-n-
amilpirrol) s obtiene la  norprodigiosina  (2-metil-3-pentil -6-hidroxi
prodigioseno)

- Bl mutante WF sintetizad precursor MAP

- Bl mutante 933 produce € compuesto MBC

- S marcescens NRL cepa que presenta un lipopolisscarido incompleto, deficiente del
antigeno-O.

Las didintas cepas bacterianas utilizadas en edta tesis fueron cedidas por d Dr. Migue
Vifias, dela Unidad de Microbiologia de la Universidad de Barcdlona

Condiciones de crecimiento

El medio PG que se ha utilizado para € desarrollo de todas las cepas bacterianas esta
compuesto por peptonay glicerol (1% peptona de carney 10% de gliceral).

Las condiciones de incubacidn utilizadas para € cultivo de las digtintas cepas fueron:
agitecion (cultivos oxigenados), a 30°C y durante 48 horas, condiciones necesarias para la

produccion de pigmento.
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Obtencion de un cultivo puro

Para obtener un cultivo puro se hizo un crecimiento en placa de cada cepa y se pasd una
colonia a un tubo que contenia unos 2 ml de medio PG; tras 16 horas de incubacion se
recogieron las bacterias por centrifugacion y se resuspendieron en 1 ml de PG y 20% de

glicerol para ser conservadas a -80°C.

Condiciones de los cultivos bacterianos requeridas parala obtencién ce droga

Se cultivaron a partir de un inéculo del cultivo puro en 25 ml de PG durante 16 horas, a
30°C y agitacion fuerte (300 r.p.m. en un agitador Clifton) y entonces se trandfirid 1ml de este
cultivo a 56 matraces Erlenmeyer de 500 ml que contenian 100 ml de medio PG cadaunoy s

incubaron en las mismas condiciones de temperaturay agitacion durante 48h.

CULTIVO DE LINEAS CELULARES EUCARIOTAS

Lineas cdulares utilizadas

L ineas cancerosas;

A431, carcinoma epidermoide humano

DLD-1, adenocarcinoma de colon humano

HGT-1: procedentes de un carcinoma de estdmago humano. Con propiedades de célula
parieta
H_-60, linea humana procedente de una leucemia promielocitica

Jurkat clon E6-1, linea humana procedente de una leucemia de linfocitos T

Jurkat-bcl2 cdlulas Jurkat transfectadas de forma estable con bd-2 (Torigoe & al.,
1994)

Jurkat-neo: cdlulas Jurkat transfectadas de forma estable con € plasmido neo (Torigoe
et al., 1994)

MCF-7, adenocarcinoma de mama de origen humano, con propiedades de cdula
epitelia

Malt-4, linea humana procedente de una leucemia linfobl &stica aguda
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- NSO, cdulas de midoma humano

- Ramos, cdulas humanas procedentes de un linfoma de Burkitt

- SW-620, clulas humanas de adenocarcinoma de colon procedente de un ndodulo
linfético

L ineas no cancerosas:
- MDCK (NBL-2), cdulas epitdides no maignas de rifion de Canis familiaris
NIH-3T3, céulas de embrion de ratdn Swiss

NRK-49F, fibroblastos normales de rifién de rata

Swiss-3T3, cdulas embrionarias de ratdn Swiss
Todas las lineas cdulares proceden de la American Type Culture Coallection (ATCC)
(Rockville, MD), excepto HGT-1, que fueron cedidas por € Dr. Levine y las transfectadas

Jurkat-neo y Jurkat-bcl2, ambas procedentes del Departamento del Dr. JC Reed.

Condiciones delos cultivos

Todas las cdulas fueron cultivadas a 37°C, en una atmésfera d 5% CO: y en d medio de
cultivo correspondiente:

A) DMEM + 10% FCS + 4 mM L-Glutamina + 100 wml penidlina G y 100 pg/ml
estreptomicina  (Utilizado en las linees HGT-1, NIH3T3, NRK, SW-620 y Swiss-
313).

B) MEM + 10% FCS + 2 mM L-Glutamina + 100 u/ml penicilina G y 100 pg/ml
edreptomicina. (Medio de cultivo para A431 y MDCK).

O RPMI + 10% FCS + 2 mM L-Glutamina + 100 w/ml penicdlina G y 100 pg/ml
estreptomicina. (Medio requerido por DLD-1, HL60, Jurkat, MOLT-4, NSO y Ramos).

D) HAMF12DMEM (1:1)+ 10% FCS + 4 mM L-Glutamina + 100 wml peniclina G y
100 pg/ml estreptomicina, (paraMCF7 y MDA-MB-231).

El medio de cultivo de A431 y NRK fue completado con 1% NEAA (aminoécidos no
esencides), y con 10 pg/ml insulinaen @ caso de A431y MCF-7.
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OBTENCION DE LOSEXTRACTOSBACTERIANOS

El cultivo bacteriano fue recogido y centrifugado a 6.000 x g durante 15 minutos
(Sorvall RC 5C Hus) y de esta forma separamos € medio de cultivo y la masa bacteriana; en
nuestros trabgjos utilizamos principalmente dos tipos de muedras la obtenida a partir de
sobrenadante y la procedente del sedimento (la masa bacteriana).

* A PARTIR DEL SOBRENADANTE: Obtencién de las muestras CS

El sobrenadante obtenido de la centrifugacion de un cultivo bacteriano fue filtrado (filtro
Nagene, tamafio de poro 0,22um) para diminar las bacterias que pudiesen quedar v se
concentré con un Centricon® Plus-20 Biomax-8 (Millipore), dispostivo de ultrefiltracion de
dto rendimiento que permite concentrar los solutos de peso molecular superior a 8 kDa de los
cados y medios de cultivo y recuperarlos en un volumen 100 veces menor que € de partida
Tras concentrar todo @ sobrenadante se hicieron dicuotas y se conservaron a —20°C. Las

muestras obtenidas de esta forma las denominamos 'CS (de concentrated-sample).

« A PARTIR DEL SEDIMENTO: Obtencién de las muestras SV

Con d sdimento obtenido tras centrifugar un cultivo bacteriano, formado
principamente por las becterias, se procedié a hacer la extraccion ded pigmento, utilizando
como disolvente metanol acidificado para facilitar su separacion de las proteinas (metanol:HCI
IN, en una proporcién 24:1) (Goldschmidt & Williams, 1968). La extraccion se hizo poniendo
gproximadamente un gramo del precipitado en un tubo de centrifuga de 50 ml con 10-15 ml de
metanol &cido; para favorecer la extraccion se sacudid € tubo con fuerza varias veces y
entonces se centrifugd durante 5 minutos a 2000 x g (Sorvdl TC6); esta operacion se repitio
para todo d precipitado, reutilizando € metanokHCl mientras fue posble, para que la muedra
quedara concentrada a maximo, y entonces se repatid en eppendorfs y d disolvente se
evapord en d speedvacuum; € contenido de todas las aicuotas se combind utilizando DMSO
0 metanol como disolvente y se hicieron dicuotas que se conservaron a —20°C. Las muestras

obtenidas siguiendo este procedimiento lasllamamos'SV* (de speed-vacuum).
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A los lotes de las muestras CS y SV que ibamos obteniendo les dimos un niimero de lote

(dialmes/afio) para diferenciarlos y testamos su eficacia a través de los ensayos de la viabilidad
cdular y delafragmentacion del DNA en lalinea Jurkat.

MEDICIONESHECHASEN LASMUESTRASCSY SV

Cuantificacion de las proteinas por e méodo de Bradford (Bradford, 1976)

La concentracion de proteina fue determinada en las muestras CS por d méodo
Bradford y utilizada como medida cuantitetiva de la muestra empleada en los ensayos, hesta

gue pasamos a usar la concentracion de prodigiosina como medida

Cuantificacidn de la prodigiosina (Goldschmidt & Williams, 1968)

Para poder cuantificar la cantidad del pigmento prodigiosina presente en las muestras se
tomé & vdor de la absorbancia a dos densdades Opticas diferentess a 534nm, que se
corresponde con @ pico de absorcion de la prodigiosina y a 655nm, para poder corregir €
ruido de fondo; una diferencia entre los dos vaores de 1,0 equivde a 19,3 pg de prodigiosina
por mililitro. La formula que se gplica para determinar la concentracion de prodigiosina es la

squiente:
(Abs 5341 -Abs g551) X 19,3= g Prodigiosina/ ml
Para hacer esta medicidn diluimos las muestras CS y SV en metanol o en PBS (dilucion
1:9) (Allen, 1967).
DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR POR EL ENSAYO DEL MTT
(Mosmann, 1983; Holst-Hansen, 1998)
El enssyo dd MTT s utiliza como método para cuantificar colorimétricamente la

vidbilidad cdular en edudios de la proliferacion cdular y citotoxicidad. Se basa en la

caracteritica que tienen las sdes amaillas de tetrazolio, como € MTT, que d fragmentarse
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forman un derivado dd formazan insoluble en medio acuoso de color azul intenso; esta rotura
es producida por la accion de la enzima mitocondrid succinato-deshidrogenasa, activa
solamente en las cdulas vivas. En estas pruebas se utiliza @ isopropanol como disolvente de

edtos crigtades y se mide laintensidad del color azul de la muestra en un espectrofotometro.

El procedimiento que seguimos fue @ siguiente: en una placa de 96 pocillos se incubaron
un nimero determinado de células por pocillo (la mayoria de nuestros ensayos se hicieron con
20.000 cdulag/pacillo), en ausencia (control negativo) 0 en presencia de digtintas cantidades de
la droga a edtudiar; transcurrido € tiempo de incubacion requerido (segln d experimento) a
cada pocillo s le afiadieron 10 nml de MTT (de una solucién con 5 mg/ml MTT en PBS) y s
dgaron en d incubador € tiempo necesrio en funcién de la linea cdular (normamente 4
horas). Poderiormente se afadieron 100 nh de isgpropanol:HCI  IN(24:1)/pocillo 'y tras
homogenezar € contenido de cada pocillo con la ayuda de una micropipeta s2 midié la
absorbancia a 550 nm en un lector de placas ELISA. El vdor neto de absorbancia se obtuvo d
restar la medida de los medios y la droga d de las cdulas y fue expresado en forma de
porcentgje, dando € vaor 100% de viabilidad a la absorbancia neta de las cdulas control, que

es directamente proporciond d nimero de cdlulas metabdlicamente activas.

En cada ensayo e redizaron todas las condiciones por triplicado; ademas, cada estudio
* repitid 3 veces y poderiormente se determind la Sgnificancia edtadigtica mediante €

prograna ANOVA, PLSD Fisher, para *P<0,5, **P<0,1 y ***P<0,001.

En los estudios de la viabilidad de las lineas que tienen dependencia d anclge, pusmos
15.000 cdulag/pocillo por la noche y d dia sguiente les cambiamos & medio por medio fresco

antes de empezar d ensayo.

Dadas las diferencias en la actividad metabdlica de las didtintas lineas celulares fue
necesario hacer una curva esténdar de MTT que nos permitiera ver la linearidad entre €
nimero de células y la absorbancia leida, asi como determinar € tiempo de incubacion con

MTT id6neo para dguna de las lineas estudiadas.

Las drogas que hemos estudiado por viabilided han sdo CS-2170, CS-OF, CSWF, CS-
933, CSNR1, SV-2170y prodigiosina pura

144



Materiales y métodos

ANALIS'SDE LA FRAGMENTACION DEL DNA EN GELES DE AGAROSA

La agpoptosis s= caracteriza bioguimicamente por la rotura dd DNA gendmico en
pequefios fragmentos mitiplos de unos 180pb, sendo un proceso bastante temprano (anterior
a la desintegracion de la membrana), irreversble, y bastante generdizado, que conduce a la
muerte celular. El edudio cuditaivo de este fendmeno se rediza ad extrar  DNA de las
oduas y obsarvar d carecteristico patrén de DNA fragmentado, tras hacer una eectroforesis
en gd de agarosa (Kerr et al., 1994; Ascaso, 1994).

Para dlo, s trataron 1-2 millones de cdulas (500.000 cdulas’ml) con la droga € tiempo
necesario (5-48 horas, seglin la linea cdular). Tras lavar las células con PBS, se incubaron con
un tampdn de liss (LB: 10 mM Tris-HCI pH 74, 1 mM EDTA, 02% Triton X-100) durante
15 minutos, a 4°C y entonces se centrifugaron 15 minutos a 14.000 x g a sobrenadante
obtenido s le afladieron una serie de componentes que congtituyeron un segundo tampdn de
liss (formado por 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 80, 40 mM EDTA, 1% SDS y 200
no/ml proteinasa K (pK)); para saber la cantidad que habia que afladir de cada compuesto s
calcud d volumen final, partiendo del volumen de tampdn de lisis recuperado (volumen de
sobrenadante) aplicando la sguiente formula:

Volumen find = Volumen dd sobrenadante x 1,2

El volumen find es € volumen que se obtiene tras afladir los disintos componentes que
forman d tampdn de liss La sguiente tabla incluye @ volumen que hay que afiadir de cada

ingrediente (a partir de unas soluciones stock), en funcién del volumen fina calculado:

Solucion stock 300 35 30 35 400 425 450 45 500
5M NaCl 108 11,7 126 | 135 | 144 | 153 | 16,2 | 17,1 | 18
IM TrispH 80 | 3,6 39 4,2 4,5 48 51 54 57 6
IM EDTA 144 | 156 16,8 | 18 192 | 204 | 216 | 228 | 24
20% SDS 18 195 21 | 225 24 | 255 27 | 285 | 30
pK 20mg/ml 3,6 39 4,2 4,5 4.8 51 54 57 6
H,O estéril 96 | 104 112 | 12 128 | 136 | 144 | 152 | 16
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Estos volimenes se corresponden alas siguientes diluciones de |as soluciones stock:

Stock dilucion del stock
5M NaCl 1:33,3

1M Tris-HCl pH 80 1:100

1M EDTA 1.25

20 % SDS 120
20mg/ml pK 1:100

Las muestras se dgaron durante 4-16 horas a 37°C y después se hizo una doble
extraccion con fenolcloroformo-isoamilalcohal  (25:24:1); la fase acuosa se recuperd y se
precipité con 1 volumen de isopropanol o € doble de eanol absoluto y 140 mM NaCl, a -
20°C, durante 1 6 16 horas (como minimo) en funcién del dcohal utilizado. La cantidad de
NaCl 5M (solucion stock) a afiadir fue determinada también a patir ded volumen de la fase

acuosa, resultado de dividir 35,7 veces @ volumen final obtenido segiin la formula:

Volumen find = Volumen delafase acuosa x 1,03

Una vez precipitado € DNA, s hicieron un par de lavados con eanol d 70%,
centrifugando cada vez la muestra 10 minutos a 14.000 x g y se dg6 seca. El DNA fue
resuspendido findmente en 15 m TE (10 mM Tris-HCl pH 74, 1 mM EDTA, pH 8,0) durante
2 horas y entonces se dgjo durante 1 hora, a 37°C, con 25ug/ml RNAsa A (1 nmi dd stock 500
ny/ml); pasado este tiempo, se le afiadio a la muestra 32 Wl de tampon de carga 6X @d-
loading buffer 6X: 40% sucrosa, 0,25% azul de bromofenol) antes de ser cargada en un gd 4d
1% agarosa TBE (45 mM Tris, 45 mM &cido borico, 1 mM EDTA pH 8,0), que contenia 2,5 pl
de bromuro de etidio (BrEt, de una solucion stock 10 mg/ml).

Como control poditivo en estos ensayos utilizamos la droga estaurosporing, un  potente

inhibidor de la PKC que induce la gpoptosis a través de un mecanismo muy generd.
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TINCION DEL DNA CON EL FLUOROCROMO HOECHST 33342

Los fluorocromos son sustancias que tienen la capacidad de emitir luz a ser excitados
por una energia de una determinada longitud de onda. Esta técnica se basa en la tincién de la
cromatina de cdulas en cultivo con d fluorocromo Hoechst vitd, que se intercda en las
regiones A-T (adeninatimind) dd DNA, pudiendo vese la luz azul que emite en un
microscopio de fluorescencia y de esta forma podemos identificar morfolGgicamente las
clulas vivas y las gpoptdtices. S se combina € uso del Hoechst 33342 con € yoduro de
propidio (IP), otro fluorocromo que se intercda en e DNA de las cdulas que han perdido la
integridad de la membrana citoplasmédtica, podemos identificar también las cdulas necrdtices,

que se verdn de color rgjo.

Para élo se incubaron 400.000 céulasml con la droga durante 5 horas, después de
lavarlas un par de veces con PBS, fueron resuspendidas en 500ul PBS y s les afiadio 1l
Hoechs 33342 (de una solucion stock que contiene 1mg bis-Bendmidaml) que se dgé
incubar 30 minutos, a 37°C y a oscuras, pasado este tiempo se €imind € sobrenadante y se
resuspendieron en 500 ul PBS con 5 pl IP (de una solucién stock 05 mg/ml) durante 10
minutos, a temperatura ambiente y protegidas de la luz (este paso es opciond); tras diminar de
nuevo € sobrenadante, d sedimento fue resuspendido con € poco volumen de PBS que habia
quedado en € eppendorf @10 pl), y se procedié a hacer d montgje en un portaobjetos para
mirar e marcge d microscopio de fluorescencia

CUANTIFICACION DE LA APOPTOS'SPOR CITOMETRIA DE FLUJO

En las etapas inicides de la gpoptosis se producen una serie de cambios en la superficie
de la cdula que permiten la exposicion de entidades, como los restos de fodfatidilserina (PS);
estos restos de PS se encuentran en € lado citosdlico de las células vivas y durante la apoptosis
pasan de la cara interna a la cara externa de la membrana citoplasmética. La PS puede ser
detectada a incubar las céulas con Anexina V marcada con fluoresceina, que se une a la PS a
través de una union dependiente de Ca™* (Homburg et al., 1995; Vermes et al., 1995). En las
cdulas gpoptdtices @ marcge de anexina e locdiza en la caa externa de la membrang

cuando las cdulas necréticas pierden la integridad de la membrana citoplasméica también s
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marcan con anexina V-FITC, pero esta union PS-anexina se produce en la cara interna de la

membrana.

El cittmetro de flujo es un gparato que cuenta @ nlmero de cuerpos marcados con
digtintos fluorocromos. S se utiizan a la vez los fluorocromos FITC (anexina V-FITC) (A) y
d IP s pueden cuattificar las didtintas poblaciones formadas por céulas vivas (A-, 1P-),
cdulas apoptéticas (A+, IP-) y cdulas necrfticas 0 apoptéticas avanzadas (A+/IP+). En
nuestro caso hemos estudiado cada vez 10.000 cdlulas en un citometro FACS Cdlibur Bector &
Dickinson 'y € programa Cdl Quest parae andisis de los resultados.

Para dlo, incubamos 400.000 céulasml con los factores deseados durante 4 horas.
Después de lavar las culas, las resuspendimos en 200 pl tampdn BB binding buffer: 10 mM
HepessNaOH pH 74, 140 mM NeCl, 25 mM CaCh) y les aiadimos 0,6 pl de anexina
(Anénexin V-FITC; Bender MedSystems, Boehringer Ingelheim) durante 30 minutos, a oscuras
y a temperaiura ambiente para entonces afiadirles otros 200 pl de BB y 4 ul de IP (de una
solucion stock preparada con 50 pg/ml).

Los estudios de citometria de flujo fueron redlizados en la linea cdular Jurket. Las
muestras  Utilizadas en estos ensayos fueron CS-2170, SV-2170 y prodigiosna pura. En d
estudio del efecto del inhibidor de caspasas Z-VAD, hicimos una preincubacion de 1 hora con
50 uM ZVAD.fmk (solucién stock, 10mM Z-VAD.fmk en DMSO); en d edudio de efecto
de los ésteres de forbol en céulas tratadas con prodigiosina hicimos una preincubacion de 30
minutos con 50 nM TPA (solucion stock 100mM). El tiempo de incubacion con la droga en

ambos casos fue de 4 horas.

PRECIPITACION DE LAS PROTEINAS PRESENTES EN EL SOBRENADANTE
BACTERIANO CON TCA

Tras cultivar S marcescens 2170 en PG durante de 48 horas y separar la masa bacteriana
por centrifugacion a 6.000 x g durante 15 minutos, recogimos € sobrenadante, lo filtramos y le
afiadimos inhibidores de la protecliss (1pug/ml leupepting, 1ug/ml pepstating, 0,1 mM PMSF y
1 mM EDTA) vy la cantidad suficiente de acido tricloracético, TCA (SIGMA) para que quedara
d 10% TCA; una vez mezclado lo dgamos 10 minutos a 4°C y entonces fue centrifugado a

148



Materiales y métodos

12.000 x g, durante 10 minutos, a 4°C; & sedimento fue lavado con acetona fria (centrifugando

la muestra de nuevo). El precipitado obtenido fue resuspendido en 50ul de PBS y consarvado a
-80°C. La cantidad de proteina de esta muestra fue determinada por € método de Bradford.

OBTENCION DE LA FRACCION PROTEICA DE LASLINEAS CELULARES

Para obtener una fraccion de proteinas totdes utilizamos 9 millones de céulas por
condicion (400.000 cdulas/ml); una vez transcurrido € tiempo de incubacion con la droga (de
3 a 8 horas, en funcion de la linea cdular estudiada), tanto las células tratadas como las no
tratadas (control negativo) fueron lavadas con PBS frio; entonces, 8 millones de cdulas se
resuspendieron en 400ul de tampdn de lisis (85 mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 0,2% PMSF, 0,1%
leupeptina y 0,1% aprotining) y se centrifugaron a 11.500 x g durante 10 minutos, a 4°C. Al
sobrenadante resultante se le hizo un vortex fuerte y se cdenté a 93°C durante 10 minutos para
romper d DNA, antes de ser dicuotado y conservado a —80°C.

Padeamente, paa ver s la droga ha hecho efecto hicimos € edudio de la
fragmentacion de DNA con € millén de cdulas sobrante.

La linea cdular Jurkat fue la utilizada para estudiar € efecto dd TPA con la droga; en
este estudio, las células fueron pretratadas durante media hora con 50nM de TPA.

EXTRACCION PROTEICA PARA LA DETECCION DEL CITOCROMO C (Piqué e
al., 2000).

Para este ensayo se utilizaron 9 millones de cdulas Jurkat por condicion (750.000
cdulas/ml), las cudes fueron incubadas en ausencia o presencia de distintas dosis de droga,
durante 3 horas. Pasado este tiempo, pasamos a trabgar en la cadmara fria, donde las cdulas
fueron lavadas con PBS frio y entonces, 7 millones de células fueron tratadas durante 30
segundos con un tampon de lisis frio (250 mM sucrosa, 1 mM EDTA, 0,1% digitoxina, 25 mM
TrissHCl pH 68, 1 mM DTT, 1 pg/ml leupepting, 1 pg/ml pepstating, 1 pg/ml gprotining,
1ImM benzamidina y 100 pM PMSF). El lisado obtenido fue centrifugado a 11.500 x g durante

2 minutos, a 4°C. Con este método de extraccion, € sobrenadante que se obtiene en este Ultimo
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paso se corresponde con la fraccion citosdlica, aunque contaminado de membranas, mientras

que € sedimento es rico en mitocondrias (fraccion mitocondrid).
Como control hicimos paradeamente los sguientes ensayos. ensayo de la viabilidad (con

75.000 cdulaspocillo), estudio de la fragmentacion dd DNA (con 600.000 cdulas) vy
cuantificacion de la apoptosis por citometria de flujo (con 750.000 cdlulas).

CUANTIFICACION PROTEICA DE LOSEXTRACTOS CELULARES

Para cdcular la concentracion de los diferentes extractos proteicos utilizamos € método
del &cido hicinconinico (BCA) (Smith et al., 1985).

ELECTROFORES SEN GELES DE ACRILAMIDA

Electroforesis en una dimensién

La técnica llamada SDSPAGE (sodium dodecyl  sulfate-polyacrilamide ge
dectrophoresis) permite separar las proteinas de una muestra en funcion de su tamafio,
mediante la gplicacion de un campo déctrico, sendo la movilidad proteica funcion lined de
logaritmo del peso molecular de las proteinas (Laemmli, 1970; Dunbar, 1990). Para dlo, las
muestras son fratadas con un tampon de carga desnaturdizante que contiene, entre otros
componentes, € detergente anidnico SDS que les confiere carga neta negativa Se utilizan
geles con mayor 0 menor % de acrilamida seglin interese observar proteinas de bgo o dto peso
molecular; nosotros hemos empleado gdes con 7, 12 y 15 % de acrilamida, sempre en
condiciones reductoras. Como estandar de peso molecular hemos utilizado uno de amplio
rango, que va desde 200 hagta 6,5 kDa (BioRad, 161-0317).

Para redizar la eectroforess vertica, hemos procedido segin se indica en la dguiente
receta

Se prepara @ g resolutivo segiin la proporcion de acrilamida deseada “X” expresada en
% P/, y que contiene “X” acrilamida, 0,025 x “X” his-acrilamidg 354 mM Tris-HCl pH 88,
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0,1% SDS, 0,05% TEMED y 0,05% persulfato amonico. Una vez polimerizado se afiade € gd
empaguetador (3% acrilamida, 0,08% bis-acrilamida, 125 mM TrisHClI pH 6,8, 0,1 % SDS,
01% TEMED y 0,15% persulfato aménico). Nosotros hemos trabgado con gdes de dos

tamarios diferentes (pequefios: 1,5mm x 9cm x 9cm 0 medianos: 1,5mm x 14cm x 14cm).

Las muestras a cargar se diluyen en un tampdn de muestra o de disociacion 5X (60mM
TrissHCl pH 6,8, 2% SDS, 20% P/, dlicerol, 001% azul de bromofenol y 5% b-
mercaptoetanal) en la proporcion 4:1 y se hierven durante 5 minutos antes de ser cargadas en
e gd. La dectroforesis e rediza con tampdn dectrolito 1X (25mM Tris-HCl pH 8,3, 192 mM
glicina 'y 0,1%SDS). Seglin se trate de geles peguefios 0 medianos se corren a 100 voltios hasta
la sdida dd frente (de 2 a 3 horas) 0 se dgjan correr durante la noche a 50 valtios y después a
100-120 valtios hasta la salida del frente (1-3 horas més).

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A UNA MEMBRANA DE PVDF

Después de correr la eectroforesis las proteinas fueron dectrotransferidas a membranas
de PVDF (Immovilon-P®, Millipore), durante 30 minutos a 20 voltios y 2 horas a 60 voltios, a
4°C, en tampdn de transferencia 1X (25 mM Tris, 192 mM dlicina, 0,02% SDS y 20%
metanol) (Moors et al., 1988; Szewczyk & Summers, 1988), o bien a 20V durante la noche y
30 minutos a 60V.

Tras latransferencia sempre hicimos las siguientes comprobaciones:

1) que en todas las muestras se hubiese cargado la misma cantidad de proteing; para
élo, las membranas se tifieron con Ponceau Sdurante 5 minutos (0,5% Ponceau Sy
1% é&cido acé&tico) y se dedtifieron con TBS-T (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150mM
NaCl y 0,1% Tween 20).

2) que la trandferencia hubiese sido correcta, mediante la tincion de los geles oo
solucion de Coomesse (0,25% azul de Coomasse G-250, 45% metanol y 10%

&cido acético) durante 10 minutos que a continuacion era destefiida con una solucién

destefiidora (5% metanol y 7,5% éacido acético).
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WESTERN BLOT

Las membranas fueron bloqueadas con un 5% de leche en polvo en TBS-T (5% LPTBS-
T) durante 1 hora a temperatura ambiente y después se dgaron incubando con d anticuerpo
primario diluido en 5% LPTBS-T, durante la noche, a 4°C; tras lavar las membranas tres veces
con 5% LPTBS-T, se incubaron con € anticuerpo secundario pertinente conjugado con
peroxidesa (HRP), diluido 1000 veces en 5% LP/TBS-T, durante 1 hora, a temperatura
ambiente; a continuacion se lavaron las membranas 3 veces con TBS-T, y se reveld € marcge
de la peroxidasa por qumioluminiscencia (0,08% luminol y 0,02% p-yodofenol, ambos en
DMSO, 50 mM Tris-HCI pH 9,0y 0,01% HO;) (Ausubd et al., 1987).

Anticuerpos primarios utilizados;

— c-Fos anticuerpo policlona hecho en cabra dilucion de trabgo 1:500 en 5% LPTBS-T y
NalN;3(0,05%). Santa Cruz Biotechnology. c-Fos (4-10), cat # <-52-G.

c-Jun; anticuerpo policlonad hecho en congo; dilucién de trabgo 1:100 en 5% LPTBST y
NaN3(0,05%). Cabiochem, Darmstadt, Germany. c-jun/AP-1 (Ab-1), cat # PC06.
— Caspasa 3. Anticuerpo monoclonad hecho en radn; dilucion de trabgo 1:1000 en 2%
LPTBS-T y 005% azida sodica (NaNi3). Transduction Laboratories, Lexington,
KY, USA. Ref. C31720.
— Cagpasa 8 Anticuerpo monoclond hecho en radn; dilucion de trabgo 1500 en 2%
LPTBS-T y 0,05% NaNs. Cdl Diagnogica, Mingter, Germany. Mab anti-hu
CagpaseB-p18, #06 01 0001
— Caspasa 9: anticuerpo policlona hecho en congo, contra la forma activa de la caspasa 9
dilucion de trabgo 1:500 en 2% LPTBS-T y 0,05% NaN;. New England Biolabs
INC. Cleaved Caspase 9 (37 kDa) Antibody, #9501

Citocromo C: Anticuerpo monoclond hecho en ratdn; dilucién de trabgo 1:.500 en 2%
LPTBS-T y 005% NaN3 Pharmingen, Sen Diego, CA, USA. Purified Anti-

Cytochrome ¢ Antibody, #65981A.

ERK1 y ERK2 fodoriladas: aticuerpo monoclond hecho en ratdn contra la forma
precursora, la pro-caspasa 3; dilucion de trabgo 1:1.000 en 5% LPTBS-T y Nal\;
(0,05%). New Englaxd BioLabs INC. Phospho-p44/42 MAP  Kinase
(Thr202/Tyr204) E10, #9106.
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— ERKL anticuerpo policlond hecho en congo; dilucion de trabgo 1:200 en 5% LPTBS-T y
NalN3(0,05%). Santa Cruz Biotechnology. ERK1 (K-23)-G, sc-94-G.

— ERK2: anticuerpo policlond hecho en congo; dilucion de trabgo 1:200 en 5% LPTBS-T y
NaN3(0,05%). Santa Cruz Biotechnology. ERK1 (C-14)-G, s¢-154-G.

— PARP. antticuerpo policlond hecho en congio; Dilucion de trabgo 1:1.000 en 2% LPTBS-
T y Na\; (0,05%). Boehringer Nannheim. Anti-poly-(ADP-ribose)-polymerase, cat.
No. 1 835 238.

Anticuerpos secundarios.

— Goa Anti MouseHRP: dilucion de trabgo 1:1.000 en 5% LP/TBS-T. BioRad. 1gG (H+L)
HRP conjugated, Cat. No. 170-6516.

— Goa Anti Rebbit-HRP: dilucion de trabgo 1:1.000 en 5% LPTBS-T. BioRed. 1gG (H+L)-
HRP conjugated, Cat. No. 170-6515.

— Rabbit Anti Goa-HRP. dilucion de trabgo 1:1.000 en 5% LPTBS-T. DAKO A/S
Denmark. Peroxidase conjugated Rabbit Anti-Goat Immunoglobulins, Code No.
P0449.

TINCION DE GELES DE ACRILAMIDA CON SALESDE PLATA

Para conocer € patron proteico de los extractos bacterianos, separamos las proteinas por
SDS-PAGE y después tefiimos € gd con sales de plata

Para dlo, fijamos € gd con 30% etanol y 10% acido ac&ico de 30 minutos a 16 hores;
posteriormente hicimos 6 lavados con agua de 10 minutos cada uno y dejamos e gel un minuto
con 0,02% tiosulfato sodico; tras hacer dos lavados con agua de un minuto cada uno, se
afhadieron 100 ml de una solucidn que contenia 0,2% AgNQ; y 70 pl formadehido; pasados 30
minutos lavamos € ge con agua durante un minuto y se lo revdlamos con 100 ml de una
solucién que contenia 6 g Na,CO;, 50 pl formaldehido y 50 pl tiosulfato sddico ad 2%; para
detener la reaccion afiadimos 35 ml &cido acético glacid y diez minutos después hicimos 4

lavados con agua de 30 minutos cada uno.
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SEPARACION EN COLUMNA POR GEL FILTRACION (protocolo de Lluis Riera)

Edta técnica se gplicd para sgpaar una muestra CS-2170 en fracciones. Para dlo se
utilizé una columna Hiprep® Sephacryl S-200 de dta resolucion de medida 16/60, que permite
trabgar con proteinas de rango de 5-250 kDa, conectada a una bomba perigdtica, y

procedimos de la Sguiente forma:

Se cagaon 4 ml de muestra CS-2170 (con una concentracion proteica de 1 pg/ml) d
principio de la columna, y a continuacion se pasaron 100 ml de tampdn de ducion (50 mM
TrisHCl pH 80, 150 mM KCl, 200 uM PMSF, 1 uM leupepting, 2 uM pepstatina y 0,3 uM
gorotining) con una velocidad de ducion de 1 ml/minuto, a 4°C. En totd se recogieron 100
fracciones de 1 ml cada una. Las cinco primeras fueron descartadas por considerar que no
hebia dado tiempo a que la muestra sdiera de la columna, & resto fueron dicuotadas y

conservadas a—20°C.
TRATAMIENTO ENZIMATICO Y TERMICO DE LAS MUESTRAS CON
NATURALEZA PEPTIDICA

Con d objeto de hidrolizar y desnaturdizar los posibles péptidos y/o proteinas presentes
en la muestra CS-2170, sometimos a didintos tratamientos enziméticos y térmicos a dicha

muestra'y alafraccion F33.

Tratamientos enziméticos;

Las muestras fueron tratadas con diferentes proteasas, solas o combinadas entre Si:

— Tripsina 50 pg/ml en 100 nM NaHCOs pH 7,5
— EDTA:1mM EDTA
— ProteasaV8: 5 unidadessml en 0,2% SDS

La incubacidon con las didtintas proteasas se hizo a 37°C durante 5 horas, a continuacion

les afiadimos un cbcte de inhibidores de protessas (1pg/ml leupepting, 1ug/ml pepdtatina 'y
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0,ImM PMSF), antes de edtudiar su efecto. Como control negetivo utilizamos € coctd de

proteasas y susinhibidores.

Tratamientos térmicos:

Se hicieron tres tratamientos térmicos diferentes:

— Incubamos la muestra a 100°C, durante 15 minutos
— Incubamos la muestra a 65°C, durante 45 minutos

— Incubamos la muestra a 37°C, durante 5 horas

PURIFICACION DE LA PRODIGIOSINA

La purificacion e identificacion de la prodigiosna han sSdo llevadas a cadbo en
colaboracion con d Laboratorio de Espectrometria de Masas y con € Depatamento de

Quimica Organica de la Facultad de Quimicas de la Universitat de Barcdona

Tras hacer un cultivo de S marcescens 2170 a gran escda (en un litro de medio PG), la
masa bacteriana fue recogida por centrifugacion a 6.000 x g durante 15 minutos y con dla s
hizo la extraccion del pigmento con metanol-HCI; con esta extraccion se procedié ad andiss
quimico de la muestra y a la purificacion dd principio activo responsable ddl efecto gpoptdtico
descrito en esta tesis doctoral, seglin se explica a continuacion:

1A. Tras diminar @ disolvente ad vacio, la muedra fue lidfilizada (extracto crudo) y andizada
por espectrometria de masas por la técnica de ionizacion por eectrospray (ES-MS).

El espectrémetro utilizado fue un VG-Quattro de Micromass trabgando en modo de
ionizacion postivo, con N, como gas nebulizante y secado (utilizando un flujo de 10 y 450 I/h
respectivamente) con una temperatura de la fuente de 80°C, un voltge dd capilar de 35 RV y
un voltge de foco de 57 V. La deteccion de los iones se hizo con Scan, mediante barridos de
m/z 150-1.500.

1B. La muestra fue cromatografiada para aidar una primera fraccion que tedricamente contenia
e pigmento prodigiosna. Para dlo:
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* Se hizo un andiss de la muedtra por cromaografia en capa fina (TLC) utilizando como
solvente CHCls/MeOH (6:4).

*  Pogteriormente s hizo una cromatografia liquida en fase normd a presién amosférica

utilizando una columna de vidrio (30x1,5cm) revegtida de silica chromagel (40-60 mecrone,
230-400 meah).

* Se cromaografiaron 10 ml de crudo, efectuando su ducién con la sguiente baeria de
disolventes:
+30ml CHCl3
+ 20 ml CHCl3 / metanol (9,5:0,5)
+ 30 ml CHCl3 / metanol (9:1)
+ 30 ml CHCl3 / metanol (8:2)
+ 30 ml CHClz / metanol (6:4)

El control anditico de las fracciones euidas se rediz6 en continuo por TLC, en

CHOy/metanal (6:4).

Las fracciones duidas de interés se juntaron, € solvente se dimind en € rotavapor y la
muestra fue redisuelta en HO/metanol antes de ser liofilizada

2. El producto redisudto en metanol fue andizado por ES-MS, utilizando las mismas
condiciones que en € punto 1A.

3. La fraccion aidada fue purificada por cromatografia liquida a dta preson en fase reversa
(HRLC), utilizando un HPLC Shimadzu formado por dos bombas modedo LG 10AD, un
inyector automéico moddo SIL-10A y un detector UV/Vis diode-aray Shimedzu CBM -10A
conectado a un ordenador Pentium Deskpro Q.

Para la separacion se utilizd una columna Nucleosl Cig (25x0,4cm) con un relleno de
octadecilsilica de 5 pm de dianetro de particula y 120 A de tamafio de poro, manteniendo un
fluyjo de 1ml/minuto, utilizando gradientes linedes de 0% a 100% de B en A en 30 minutos y
después 10 minutos de 100% B, siendo A: ACONH, 0,01M, pH 7,0y B: CHsCN.
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La deteccion se hizo de forma continua a lo largo de todo € espectro del Ultravioleta:
Visible, sendo 534 nm lalongitud de onda de interés.

4. La fraccion en egstudio fue andizada por cromatografia semipreparativa HPLG/ES-MS; para
dlo == utiliz6 una columna Nudeosl Cig (25x1cm) y se operd con un HPLC Shimaedzu LC-
9A, manteniendo un flujo de 3 mi/minuto; los eluyentes y gradientes fueron los mismos que en
d punto 3. El euyente de la columna edtaba conectado a un detector de longitud de onda
vaiable (micro UVIS 20, Carlo Er ba Instrument).

El producto euido fue dividido con un divisor de flujo Micro-Tech Scientific (1:50) para
poder utilizar un flujo de 20ul/minuto dentro dd sistema de eectrosoray (ES-MS); € resto de
la elucion fue recogida manuamente en diferentes fracciones.

Los espectros de masa fueron adquiridos por un espectrometro de masas VG-Quattro de
triple quadrupolo (Micromass Intruments), en las mismas condiciones de trabgo que las
explicadas en € punto 1A, a una velocidad de 1 segundo sobre € rango de masas m/z 50-1.500

y Se guardaron y procesaron utilizando € software Masdynx, version 1.03.

Como la muestra tubo que ser inyectada en varias veces, d find se juntaron las
fracciones correspondientes d producto que duia de la columna y que seglin € ESI-MS se

correspondiaalam/z 324,4 y se dimind € solvente por liofilizacion.

*  Eda muestra se volvid a andizar por ES-MS con introduccion directa, para comprobar su
contenido, utilizando como solvente H,O/CH:CN (1.1 V/,) o H,O/CHCN (L1 Y/\)+ 1% é&cido
férmico. La obtencion del espectro fue en las mismas condiciones que en d caso dd
HPLC/ESI-MS.

5. Findmente, para poder caracterizar € producto, la muestra fue disudta en CD:OD y s
procedié a su andlisis por RMN-H' a 500MHz.

157



BIBLIOGRAFI A



Bibliografia

Adams GA, Young R. Conditution of extracdlular and capsular polysaccharides of Seratia
marcescens. Ann NY Acad Sai. 1966;133:527-45.

Agarwal B, Rao CV, Bhendwal S, Ramey WR, Shirin H, Reddy BS, Holt PR. Lovaddin
augments sulindac-induced apoptosis in colon cancer cells and potentiates chemopreventive effects
of aulindac. Gagtroenterology. 1999;117:838-47.

Ahmad M, Srinivasula SM, Wang L, Taanian RV, Litwack G, FernandesAlnemri T,
Alnemri ES. CRADD, a novel human agpoptotic adaptor molecule for caspese 2, and FasL/tumor
necrosis factor receptor-interacting protein RIP. Cancer Res. 1997;57:615-9.

Akimenko VK, Trutko SM. Physologicd role of the oversynthesis of intermediates and he
biosynthesis of metaboites for microorganism-producers. Prikl Biokhim Mikrobiol . 1991;27:17-35.

Allen EG. Conditions of the colour change of prodigiosin. Nature 1967;216:929-31.
Antonsson B, Martinou JC. The bcl-2 protein family. Exp Cell Res 2000;256:50-57.

Arab S, Murakami M, Dirks P, Boyd B, Hubbard SL, Lingwood CA, Rutka JT. Verotoxins
inhibit the growth of and induce gpoptoss in human astrocytoma cells. J Neuroncol. 1998;40:137-
50.

Arab S, Rutka J, Lingwood C. Verotoxin induces gpoptoss and the complete, rapid, long-term
elimination of human astrocytoma xenograftsin nude mice. Oncol Res. 1999;11:33-9.

Armand JP, Cunningham D, van Cutsem E, Misst JL, Kohne CH. Clinicd advances with
topoisomerase | inhibitors in gastrointestind malignancies. Anti-Cancer Drug 1999;10:5-12.

Ascaso R, Marvd J, Collins MK, LopezRivas A. Interleukin-3 and Bcl2 cooperatively inhibit
etoposide-induced apoptosisin amurine pre B cdl line. Eur J Immunol. 1994;24:537-41.

Asch H, Wingon J, Edge S, Stomper P, Asch B. Downreguldion of gesolin expresson in
human breast ducta carcinoma in stu with and without inveson. Breast Cancer Res Treat
1999,55:179-88.

Asxian R, Zhu X. Cdl anchorage and the cytoskeleton as partners in growth factor dependent cell
cycle progression. Curr Opin Céll Biol. 1997;9:1997.

Aucken HM, Pitt TL. Antibiotic redstance and putative virulence factors of Sarratia
marcescenswith respect to O and K serotypes. J Med Microbiol . 1998;47:1105-13.

Ausubel FM, Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith JA, Struhl K. Current
protocols in molecular biology. Vol. 2 USA: Greene publishing associates & Wiley-Interscience;
1987.

Ayscough KR, Stryker J, Pokala N, Sanders M, Crews P, Drubin DG. High rates of actin
filament turnover in budding yeast and roles for actin in establishment and maintenance of cell
polarity reveded using the actin inhibitor lantruculin-A. J Cell Biol. 1997;137:399-416.

Azuma T, Watanabe N, Yagisawa H, Hirata H, Iwamura M, Kobayashi Y. Induction of

gpoptosis of activated murine splenic T cells by cycloprodigiosin hycrochloride, a nove
immunosuppressant. |mmunopharmacol. 2000;46:29-37.

161



Bibliografia

Baker SJ, Reddy EP. Modulation of life and death by the TNF receptor superfamily. Oncogene
1998;17:3261-70.

Bannerji R, Byrd JC. Update on the biology of chronic lymphocytic leukemia. Curr Opin Oncol.
2000;12:22-9.

Bartlett WT, O'Donovan GA, Neff RD. Effect of gamma radiation on Sarratia marcescens.
Studies on the radiosensitivity of prodigiosin production. Radiat Res. 1970;43:196-203.

Bauer G, Bebb C, Berard M, et a. Apoptoss and its modulation by drugs. Handbook of
experimental pharmacology. Vol. 142 Berlin: Springer; 2000. Cameron R, Feuer G, eds.

Bellosillo B, Dalmau M, Colomer D, Gil J. Involvement of CED-3/ICE proteases in the gpoptoss
of B-chronic lymphocytic leukemia cells. Blood. 1997;89:3378-84.

Bdlosillo B, Piqué M, Barragan M, Cagtafo E, Villamor N, Colomer D, Montserrat E, Pons
G, Gil J. Agpirin and Sdicylate induce gpoptosis and activation of caspases in B-cell chronic
lymphocytic leukemiacdlls. Blood. 1998;92:1406-14.

Bergey DH, Harrison FC, Breed RS, Hammer BW, Huntoon FM. Bergey's manual of
determinative bacteriology. 1 ed Bdtimore: Williams & Wilkins, 1923.

Bizio B. Lettera di Batolomeo Bizio d chiaissmo canonico Angelo Bdlani sopra il fenomeno
della polena porporina. J Bacteriol . 1924;9:527.

Blazevic DJ, Daschner FD, Farrar WE, Hedges RW, Morris MJ, Neu HC, Hussain-Qadri
SM, Rubin SJ, Smberkoff MS, Traub WH, von Graevenitz A, Williams RP, Young VM. The
genus Srratia Horidae CRC Press, Inc; 1980. von Graevenitz A, Rubin S, eds.

Bloom PD, Boedeker EC. Mucosd immune responses to intestind bacterid pathogens. Semin
Gadtrointest Dis 1996;7:151-66.

Boger DL, Patd M. Tota synthess of prodigiosin, prodigiosene, and desmethoxyprodigiosin:
Dids-Alder reactions of heterocyclic azadienes and development of an effective paladium (l1)-
promoted 2,2’ -bipyrrole coupling procedure. J Org Chem 1988;53:1405-15.

Bonnett, R. Oxygen activation and tetrapyrroles. Essaysbiochem. 1981;17:1-51.

Bowen 1D, Bowen SM, Jones AH. The structural and physiologica basis of apoptosis and mitosis.
Mitosis and apoptosis. Matters of life and death. London: Chapman &Hall; 1998.

Bracey TS, Miller JC, Preece A, Paraskeva C. Gamma-radiaion-induced apoptosis in human
colorectd adenoma and carcinoma cell lines can occur in the absence of wild type p53. Oncogene
1995;10:2391-6.

Bradford MM. A rapid and sendtive method for the quantitation of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 1976;72:248-54.

Breed CS, Breed ME. The genus Serratia Bizio. Zentralbl Bakteriol Parasitenkd Infektionskr Hyg
Abt 1927:2, 71, 435.

162



Bibliografia

Brimmel MR, Mendiola R, Mangion JD, Packham GD. Bax frameshift mutations in cdl lines
deived from human haemopoigtic mdignancies are associated with resistance to apoptosis and
microsatellite ingtability. Oncogene 1998;16:1803-12.

Brinkmann U. Recombinant immunotoxins. protein engineering for cancer therapy. Mol Med
Today. 1996;2:439-46.

Brown JM, Wouters BG. Apoptoss, p53, and tumor cell sendtivity to anticancer agents. Cancer
Res. 1999;59:1391-99.

Bubb M, Spector |, Berhsadky A, Korn E. Swinholide A is a microfilament disrupting marine
toxin that gtabilizes actin dimers and severs actin filaments. J Biol Chem. 1995;270:3463-66.

Buchanan RE. Studies in the nomenclature and classfication of the bacteria. V. Subgroups and
generaof the Bacteriaceae J Bacteriol. 1918;3:27.

Bunting MI. A description of some color variants produced by Serratia marcescens, strain 274. J
Bacteriol. 1940;40:57.

Bunting MI, Robinow CF, Bunting H. Factors affecting the elaboration of pigment and
polysaccharide by Serratia marcescens. J Bacteriol . 1949;58:114.

Bunz F, Hwang PM, Torrance C, Waldman T, Zhang Y, Dillehay L, Williams J, Lengauer C,
Kinzler KW, Vogesen B. Disruption of p53 in human cancer cells aters the responses to
thergpeutic agents. J Clin Invest. 1999;104:263-69.

Cameron R, Feuer G. Incidence of apoptosis and its pathologica and biochemical manifestations.
In: Cameron R, Feuer G, eds. Apoptosis and its modulation by drugs Vol. 142, Berlin: Springer -
Verlag; 2000a:1-35.

Cameron R, Feuer G. Molecular cdlular and tissue reactions of apoptosis and their modulation by
drugs. In: Cameron R, Feuer G, eds. Apoptosis and its modulation by drugs. Val. 142. Bedlin:
Springer -Verlag; 20000:37-57.

Carswel EA, Old LJ, Kas"l RL, Green S, Fiore N, Williamson B. An endotoxin-induced
serum factor that causes necrosis of tumors. Proc Natl Acad Sci USA. 1975;72:3666-70.

Cascallo M, Calbo J, Gepi JL, Mazo A. Modulation of drug cytotoxicity by reintroduction of
wild-type p53 gene (AdSCMV-p53) in human pancreatic cancer. Cancer Gene Ther. 2000;7:545
56.

Cadafo E, Dalmau M, Barragan M, Pueyo G, Bartrons R, Gil J. Aspirin induces cdl deah
and caspase-dependent phosphatidylserine externdization in HT-29 human colon adenocarcinoma
cdls. Br J Cancer. 1999;81:294-99.

Cadro AJ. Antimdarid activity of prodigiosn. Nature 1967;213:903-4.

Cecconi F, AlvarezBolado G, Meyer Bl, Roth KA, Gruss P. Apafl (CED-4 homolog) regulates
programmed cell death in mammalian development. Cell. 1998;94.727-37.

163



Bibliografia

Chandra J, Niemer I, Gilbreath J, Kliche KO, Andregff M, Freireich EJ, Keating M,
McConkey DJ. Proteasome inhibitors induce apoptoss in glucocorticoid-resistant chronic
lymphocytic leukemic lymphocytes. Blood. 1998;92:4220-4229.

Chen E, Haas M. Freguent mutations in the p53 tumor suppressor gene in human leukemia T-cdl
lines. Mol Cdll Biol. 1990;10:5502-09.

Chen Y, Zychlinsky A. Apoptoss induced by bacterial pathogens. Microb Pathogeness.
1994;17:203-12.

Chen B, de Witte PA. Photodynamic therapy efficacy and tissue digtribution of hypericin in a
mouse P388 lymphoma tumor model. Cancer Lett. 2000;150:111-7.

Chen HJ, Hwong CL, Wang CH, Hwang J. Degradation of DNA topoisomerase | by a nove
trypsin-like serine protease in proliferating human T lymphocytes. J Biol Chem. 2000;275:13109-
17.

Cheng EH, Kirsch DG, Clem RJ, Ravi R, Kagan MB, Bedi A, Ueno K, Hardwick JM.
Conversion of Bct2 to a Bax-like deeth effector by caspases. Science 1997;278:1966-8.

Chinnaiyan AM, Tepper CG, Sddin MF, O'Rourke K, Kischkd FC, Hellbardt S, Krammer
PH, Paer ME, Dixit VM. FADD/MORT1 is a common mediator of CD95 (FasAPO-1) and
tumor necrosis factor receptor-induced apoptosis. J Biol Chem. 1996;271:4961-5.

Chinnaiyan AM, O'Rourke K, Lane BR, Dixit VM. Interaction of CED-4 with CED-3 and
CED-9: amolecular framework for cell desth. Science 1997;275:1122-6.

Clark EA, Brugge JS. Integrins and sgna transduction pathways. the road taken. Science
1995;268:2339.

Clow A, Greenhalf W, Chaudhuri B. Under respiratory growth conditions, Bckx(L) and Bcl-2
are unable to overcome yeast cedl death triggered by a mutant Bax protein lacking the membrane
anchor. Eur J Biochem 1998;258:19-28.

Cooper JA. Effects of cytochaasin and phdloidin on actin. J Cell Biol. 1987;105:1473-77.

Cotter TG. Induction of gpoptosis in cdls of the immune system by cytotoxic stimuli. Semin
[mmunol. 1992;4:399-405.

CruzCamarifio R, Sanchez-Zufiga AA. Complex protein-prodigiosn in Serratia marcescens
Nature 1968;218:567-8.

CrynsV, Yuan J. Proteases to die for. Gene Dev. 1998;12:1551-70.

Dahiman A, Wile AG, Burns RG, Mason GR, Johnson FM, Berns MW. Laser photoradiation
therapy of cancer. Cancer Res. 1983;43:430-4.

Davis RJ. MAPKs. new JNK expands the group. Trends Biochem Sci. 1994;19:470-3.

Davis RJ. Signal transduction by the ¢Jun N-termind kinase. In: Downes C, Wolf C, Lane D, eds.
Cdlular responsesto stress Vol. 64. London: Portland Press; 1999:1-12.

164



Bibliografia

De Feudis P, Vignati S, Ross C, Mincioni T, Giavazzi R, D'Incalci M, Broggini M. Driving
p53 response to Bax activation greatly enhances sengtivity to taxol by inducing massive gpoptoss.
Neoplasia. 2000;2:202-7.

DeToni JB, Trevisan V. Schizomycetaceae Naeg. Sylloge Funmorum. 1889;81:923.

Ding MJ, Williams RP. Biosynthess of prodigiosn by white drains of Sarratia marcescens
isolated from patiens. J Clin Microbiol. 1983;17:476-80.

Donehower LA, Harvey ML, Sagle BJ, McArthur MJ, Montgomery CA Jr, Butd JS,
Bradley A. Mice deficient for p53 are developmentaly norma but susceptible to spontaneous
tumours. Nature, 1992,356:215-21.

Duan H, Dixit VM. RAIDD isanew ‘degth' adaptor molecule. Nature 1997;385:86-9.

Dunbar BS. Two-dimensional eectrophoress and immunological techniques New York: Plenum
PressNew Y ork; 1990.

Duska LR, Hamblin MR, Miller JL, Hasan T. Combination photoimmunotherapy and cisplatin:
effects on human ovarian cancer ex vivo. J Natl Cancer |. 1999;91:1557-63.

Ermoleva ZV, Vaisherg GE, Braude AE, Ravich IV, Golosova TV, Pasternak NA. Effect of
bacterial polysaccharides on tumor growth in vivo. Antibiotiki (Moscow) . 1965;10:134.

Fanger GR, Gerwins P, Widmann C, Jarpe MB, Johnson GL. MEKKs GCKs, MLKs, PAKS,
TAKs, and tpls upsiream regulators of the ¢Jun amino-termind kinases? Curr Opin Genet Dev.
1997;7:67-74.

Feng JS, Webb JW, Tsang JC. Enhancement of sodium dodecyl sulfate of pigment formation in
Serratia marcescens. Appl Environ Microb. 1982;43:850-54.

Ferrante K, Winograd B, Canetta R. Promising new developments in cancer chemotherapy.
Cancer Chemoth Pharm. 1999;43:S61-8.

Foote CS. Mechanisms of photosensitized oxidation. There are severd different types of
photosensitized oxidation which may be important in biologica systems. Science. 1968;162:963
0.

Foote CS. Mechanisms of photooxygenation. Prog Clin Biol Res 1984;170:3-18.

Freshney NW, Rawlinson L, Guesdon F, Jones E, Cowley S, Hsuan J, Saklatvala J.
Interleukin-1 activates a novel protein kinase cascade that results in the phosphorylation of Hsp27.
Cedll. 1994;78:139-49.

Friesen C, Herr |, Krammer PH, Debatin KM. Involvement of the CD95 (APO-LFAS)
receptor/ligand system in drug-induced apoptosisin leukemiacdls. Nat Med. 1996;2:574-7.

Fuchs RL, McPherson SA, Drahos DJ. Cloning of a Srratia marcescens gene encoding
chitinase. Appld Environ Microb. 1986;51:504-9.

Fulda S, Severts H, Friesen C, Herr |, Debatin KM. The CD95 (APO-1/Fas) system mediates
drug-induced apoptosis in neuroblastoma cells. Cancer Res. 1997;57:3823-9.

165



Bibliografia

GarciaCalvo M, Peerson EP, Leting B, Ruel R, Nicholson DW, Thornberry NA. Inhibition
of human caspase by peptide-based and macromolecular inhibitors. J Biol Chem. 1998;273:32608-
32613.

Gaughran ER. From superstition to science: the history of a bacterium. Transactions NY Acad Sci.
1969;31:3-24.

Geber NN. Prodigiosn-like pigments. Crc Crit Rev Microbiol. 1975;3:469-85.

Gibbs J, Oliff A. The potentid of farnesyltransferase inhibitors as cancer chemotherapeutics. Annu
Rev Pharmacol Toxicol. 1997;37:143-66.

Gibson AA, Harwood FG, Tillman DM, Houghton JA. Sdective sendtization to DNA-
damaging agents in a human rhabdomyosarcoma cdl line with inducible wild-type p53
overexpresson. Clin Cancer Res 1998;4:145-52.

Goldschmidt MC, Williams RP. Thiamineinduced formation of the monopyrrole moiety of
prodigiosin. J Bacteriol . 1968;96:609-16.

Goldwasser F, Bae |, Fornace AJ Jr, Pommier Y. Differentid GADDA45, p21CIPYWAFL,
MCL-1 and Topoisomerase |l gene induction and secondary DNA fragmentation after
camptothecin-induced DNA damage in two mutant p53 human colon cancer cell lines. Oncol Res
1996;8:317-23.

Gottlieb RA, Nordberg J, Skowronski E, Babior BM. Apoptoss induced in Jurket cels by
severa agents is preceded by intracdlular acidification. Proc Natl Acad Sci USA 1996;93(654-8).

Green DR, Reed JC. Mitochondria and apoptosis. Science. 1998;281:1309-1312.

Grimont PAD, Grimont F, Dulong de Rosnay HLC, Sneath PHA. Taxonomy of the genus
Sarratia J Gen Microbiol. 1977;98:39.

Grimont F, Grimont PAD. The genus Serratia The procaryots 1993.

Gross A, McDonndl JM, Korsmeyer SJ. BCL-2 family members and the mitochondria in
apoptosis. Gene Dev. 1999;13:1899-911.

Guillouf C, Wang TS, Liu J, Walsh CE, Pairier GG, Moustacchi E, Rossli F. Fanconi anemia
C protein acts a a switch between apoptosis and necrosis in mitomycin Ginduced cell death. Exp
Cdl Res. 1999;246:384-94.

Gururgjanna B, Al-Katib AA, Li YW, Aranha O, Vaitkevicius VK, Sarkar FH. Molecular
effectsof taxol and caffeine on pancreatic cancer cells. Int J Mol Med. 1999;4:501-7.

Guseva SA, Tishchenko LM. Effect of prodigiozan on the antibody-dependent cytotoxicity of
neutrophils in chronic myeloid leukemia. Voprosy Onkologii. 1989;35:30-4.

Hamelin R, Laurent-Puig P, Olschwang S, Jego N, Assdain B, Remvikos Y, Girodet J,
Salmon RJ, Thomas G. Asociaion of p53 mutations with short surviva in colorecta cancer.
Gastroenterology. 1994;106:42-8.

Han J, Lee JD, Bibbs L, Ulevitch RJ. A MAP kinase targeted by endotoxin and hyperosmolarity
in mammdian cdls Stience. 1994;265:808-11.

166



Bibliografia

Han SB, Kim HM, Kim YH, Lee CW, Jang ES, Son KH, Ki SU, Kim YK. T-cel specific
immunosuppression by prodigiosn isolated from Sarratia marcescens. Int J Immunopharmacol .
1998;20:1-13.

Hannun YA. Apoptoss and the dilemma of cancer chemotherapy. Blood. 1997;89:1845-53.

Hearn WR, Elson MK, Williams RH, Medina-Cagstro J. Prodigiosene [5-(2-pyrryl)-2,2-'-
dipyrrylmethene] and some subgtituted prodigiosenes. J Org Chem. 1970;35:142-6.

Heinemann B, Howard AJ, Palocz HJ. Influence of dissolved oxygen levels on production of L-
agparaginase and prodigiosin by Serratia marcescens. Appl Microbiol. 1970;19:800-4.

Heazi A, Falkiner FR. Serratia marcescens. J Med Micraobiol . 1997;46:903-12.

Hermeking H, Funk JO, Reichert M, Ellwart JW, Eick D. Abrogation of p53-induced cell cycle
arrest by c-Myc: evidence for an inhibitor of p21WAF1/CIPL/SDI 1. Oncogene. 1995;11:1409-15.

Hildebrand A, Pohl M, Bhakdi S. Saphylococcus aureus atoxin: duad mechanisms of binding to
target cells. J Biol Chem. 1991;266:17195-200.

Hines D, Saurugger P, Inhker G, Benedik M. Genetic anadysis of estracelular proteins of
Serratia marcescens. J Bacteriol . 1988;170:4141-6.

Hiromura K, Pippin JW, Fero ML, Roberts JM, Shankland SJ. Modulation of apoptosis by the
cydin-dependent kinase inhibitor pZ%lpl. J Clin Invest. 1999;103:597-604.
Ho YS Tsa PW, Yu CF, Liu HL, Chen RJ, Lin JK. Ketoconazole-induced apoptoss through

p53-dependent pathway in human colorectd and hepatocdlular carcinoma cdl lines. Toxicol Appl
Pharm. 1998;153:39-47.

Hollstein M, Rice K, Greenblatt MS, Souss T, Fuchs R, Sorlie T, Hovig E, Smith-Sorensen B,
Montesano R, Harris CC. Daabase of p53 gene somatic mutations in human tumors and cdl
lines. Nucdlic Acid Res. 1994;22:3551-5.

Hog-Hansen C, Brinner N. MTT-cdl proliferation assay. . Cel biology: a laboratory
handbook. Vol. 1; 1998.

Holt JG, Krieg NR, Sneath PA, Staley JT, Williams ST. Bergey's manual of determinative
bacteriology. Ninth ed, Batimore (USA); 1994. Williams & Wilkins, ed.

Homburg CH, de Haas M, von dem Borne AE, Verhoeven AJ, Reutelingsperger CP, Roos D.
Human neutrophils lose ther surface Fc gamma RIIl and acquire Annexin V' binding Stes during
apoptosisin vitro. Blood. 1995;85:532-40.

Hsu H, Xiong J, Goeddel DV. The TNF receptor tassociated protein TRADD signds cdll degth
and NF-kappa B activation. Cell. 1995;81:495-504.

Hsu H, Huang J, Shu HB, Baichwal V, Goeddd DV. TNF-dependent recruitment of the protein
kinase RIP to the TNF receptor-1 signding complex. Immunity. 1996;4:387-96.

Huang C, Ma W, Li J, Hecht SS, Dong Z. Essentid role of p53 in phenethyl isothiocyanate
induced gpoptoss. Cancer Res. 1998;58:4102-06.

167



Bibliografia

Huang L, Pardee AB. beta-lapachone induces cell cycle arest and gpoptosis in human colon
cancer cells. Mol Med. 1999;5:711-20.

Hueber AO, Zornig M, Lyon D, Suda T, Nagata S, Evan Gl. Requirement for the CD95
receptor-ligand pathway in ¢ Myc-induced apoptosis. Science. 1997;278:1305-9.

Hunter T. Signaing-2000 and beyong. Cell. 2000;100:113-27.

Inada T, Ichikawa A, Kubota T, Ogata Y, Moosa AR, Hoffman RM. 5-FU-induced apoptosis
correlates with efficacy againg human gadtric and colon cancer xenografts in nude mice.
Anticancer Res 1997;17:1965-71.

Israel A. The IKK complex: an integrator of al dgnds that activate NFkappaB?. Trends Cel
Biol. 2000; 10:129-33.

IsraelsL G, IsradsED. Apoptosis. Oncologist. 1999;4:332-9.
Izquierdo M. Biologia molecular dd cancer Madrid: Sintesis SA.; 1995.

Janmey PA, Chaponnier C. Medicad aspects of the actin cytoskeleton. Curr Opin Cdl Bial.
1995;7:111-7.

Jiang Y, Chen C, Li Z, Guo W, Gegner JA, Lin S, Han J. Characterization of the structure and
function of a new mitogen-activated protein kinase (p38beta). J Biol Chem. 1996;271:17920-6.

Jiang H, Granville DJ, McManus BM, Levy JG, Hunt DW. Sdective depletion of a thymocyte
subset in vitro with an immunomodulatory photosensitizer. Clin Immunol. 1999;91:178-87.

Johannes C, Obe G. Induction of chromosomal aberrations with benzon nuclease in Chinese
hamster ovary (CHO) cdls. Mutation Res 1994;325:113-6.

Jonas D, Schultheis B, Klas C, et al. Cytocidal effects of Escherichia coli hemolysin on human T
lymphocytes. Infect Immun. 1993;61:1715-21.

Jones JDG, Grady KL, Sudow TV, Bedbrook JR. Isolation and characterization of genes
encoding two chitinase enzymes from Serratia marcescens. EMBO J. 1986;5(3):467-73.

Jordan MA, Wilson L. Microtubules and actin filaments. dynamic targets for cancer
chemotherapy. Curr Opin Cell Biol. 1998;101:123-30.

Jun CD, Park SJ, Choi BM, Kwak HJ, Park YC, Kim MS, Park RK, Chung HT. Potentiation
of the activity of nitric oxide by the protein kinase C activator phorbol ester in human myeloid
leukemic HL-60 cells asociation with enhanced fragmentation of mature genomic DNA. Cdl
Immunol. 1997;176:41-9.

Kallunki T, Su B, Tdgeny |, Suss HK, Derijard B, Moore G, Davis R, Karin M. JNK2
contains a pecificity-determining  region responsible for  efficient c¢-Jun  binding and
phosphorylation. Genes Dev. 1994;8:2996-3007.

Karlinskii VM, Pozdniakova VP. Effectiveness of treating chronic cholecydtitis by prodigiosan
electrophoresis. Antibiotiki (Moscow). 1975;20:86.

168



Bibliografia

Kataoka T, Magae J, Nariuchi H, Yamasaki M, Nagai K. Enhancement by concanavdin A of
the suppressive effect of prodigiosin 25-C on proliferation of murine splenocytes. J Antibio.
1992:45:1303-12.

Kataoka T, Muroi M, Ohkuma S, Waritani T, Magae J, Takatsuki A, Kondo S, Yamasaki M,
Nagai K. Prodigiosn 25-C uncouples vacuolar type H(+)}-ATPase, inhibits vacuolar acidification
and affects glycoprotein processing. FEBS Lett. 19958,359:53-9.

Kataoka T, Magae J, Yamasaki M, Nagai K. Prodigiosin 25 C perturbs permegtion of acetate in
acultured cdl line. Biosci Biotech Biochem. 1995b;59:1891-5.

Kato S, Muro M, Akifusa S, Hanada N, Semba I, Fujii T, Kowashi Y, Nishihara T. Evidence
for gpoptosis of murine macrophages by Actinobacillus actinomycetemcomitans infection. Infect
Immun. 1995;63:3914-19.

Kawahara A, Kobayashi T, Nagata S. Inhibition of Fas-induced apoptosis by Bck2. Oncogene
1998;17:2549-54.

Kawauchi K, Shibutani K, Yagisawa H, Kamata H, Nakatsuji S, Anzai H, Yokoyama Y,
Ilkegami Y, Moriyama Y, Hirata H. A possble immunosuppressant, cycloprodigiosin
hydrocloride, obtained from Pseudoalteromonas denitrificans. Biochem Biophys Res Com.
1997,237:543-7.

Keenan KP, Sharpnack DD, Coallins H, Formal SB, O'Brien AD. Morphologic evaugtion of the
effects of Shiga toxin and E coli Shigalike toxin on the rabbit intestine. Am J Path. 1986;125:69-
80.

Kesen DP. Adjuvant and neoadjuvant therapy for gastric cancer. Semin Oncol. 1996;23:379-389.

Kerr JF, Winterford CM, Harmon BV. Apoptosis. Its significance in cancer and cancer therapy.
Cancer. 1994;73:2013-16.

Khwagja A. Akt ismorethan just a Bad kinase. Nature 1999;401:33-4.

Kobayashi N, Ichikawa Y. A protein associsted with prodigiosin formation in Serratia
marcescens. Microbiol Immunol . 1989;33:257-63.

Kobayashi N, Ichikawa Y. Separation of the prodigiosn-localizing crude vesicles which retain
the activity of protesase and nuclease in Serratia marcescens. Microbiol Immunol. 1991;35:607-14.

Kochi SK, Collier RJ. DNA fragmentation and cytolysis in U937 cells trested with diphtheria
toxin or other inhibitors of protein synthesis. Exp Cell Res. 1993;208:296-302.

Kollmannsberger C, Mross K, Jakob A, Kanz L, Bokemeyer C. Topotecan - A nove
topoisomerase | inhibitor: pharmacology and clinica experience. Oncology. 1999;56:1-12.

Komatsu N, Oda T, Muramatsu T. Involvement of both caspaselike proteases and serine

proteases in gpoptotic cell death induced by ricin, modeccin, diphtheria toxin, and pseudomonas
toxin. J Biochem. 1998;124:1038-44.

169



Bibliografia

Konno H, Matsuya H, Okamoto M, Sato T, Tanaka Y, Yokoyama K, Kataoka T, Nagai K,
Wasserman HH, Ohkuma S. Prodigiosins uncouple mitochondrid and bacterid F-ATPases:

evidence for their H'/CI” symport activity. J Biochem. 1998,124:547-56.

Konopleva M, Zhao S, Xie Z, Segall H, Younes A, Claxton DF, Egstrov Z, Kornblau SM,
Andreeff M. Apoptoss. Molecules and mechanisms. Adv Exp Med Biol. 1999;457:217-36.

Koopman G, Reutdingsperger CP, Kuijten GA, Keehnen RM, Pals ST, van Oers MH.
Annexin V for flow cytometric detection of phosphatidylserine expresson on B cdls undergoing
apoptosis. Blood. 1994;84(1415-20).

Korsmeyer SJ. BCL-2 gene family and the regulaion of programmed cell death. Cancer Res.
1999;59:1693-700.

Kothakota S, Azuma T, Reinhard C, Klippd A, Tang J, Chu K, McGarry TJ, Kirschner
MW, Koths K, Kwiatkowski DJ, Williams LT. Caspase3-generated fragment of gelsolin:
effector of morphological change in apoptosis. Science 1997;278:294-8.

Koya RC, Fujita H, Shimizu S, Ohtsu M, Takimoto M, Tsujimoto Y, Kuzumaki N. Gdsolin
inhibits apoptosis by blocking mitochondria membrane potentid loss and cytochrome ¢ release. J
Biol Cem. 2000;275:15343-9.

Kraft E. Beitrage zur biologie des B. Prodigiosus und zum chemischen verhaten seines pigments
(Ph.D. Thesis). University of Wurzburg, Germany; 1902.

Krammer PH, Behrmann I, Danid P, Dhein J, Debatin KM. Regulaion of gpoptoss in the
immune system. Curr  Opin Immunol. 1994;6:279-89.

Kyriakis JM. Making the connection: coupling of stressactivated ERK/MAPK (extracdlular -
sgnd-regulated kinase/mitogen-activated protein kinase) core signalling modues to extracdlular
stimuli and biologicd responses. In: Downes C, Wolf C, Lane D, eds. Cdlular responses to dress.
London: Portland Press; 1999.

Laboisse CL, Augeron C, Couturier-Turpin MH, Gespach C, Cheret AM, Potet F.
Characterization of a newly established human gastric cancer cdl line HGT -1 bearing histamine
H2-receptors. Cancer Res. 1982;42:1541-1548.

Laemmli UK. Cleavage of structurd proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4.
Nature 1970;227:680-5.

Landis SH, Murray T, Bolden S, Wingo PA. Cancer datistics, 1999. CA-Cancer J Clin
1999:49:8-31.

Langman M, Boyle P. Chemoprevention of colorecta cancer. Gut. 1998;43:578-85.

Lavin MF, Watters D, Song Q. Role of protein kinase activity in apoptoss. Experientia.
1996;52:979-94.

LeBien TW. Fates of human B-cell precursors. Blood. 2000;96:9-23.

170



Bibliografia

Lee MH, Kataoka T, Magae J, Nagai K. Prodigiosin 25-C suppression of cytotoxic T cells in

vitro and in vivo smilar to that of concanamycin B, a specific inhibitor of vacuolar type H™-
ATPese. Biosti Biotech Biochem. 1995;59:1417-21.

Lee MH, Yamashita M, Tsuji R, Yamasaki M, Kataocka T, Magae J, Nagai K. Suppression of
T cdl dimulating function of alogeneic antigen presenting cdlls by prodigiosin 25-C. J Antibiot.
1998;51:92-4.

L etoffe S, Nato F, Goldberg ME, Wandersman C. Interactions of HasA, a bacterid haemophore,
with haemoglobin and with its outer membrane receptor HasR. Mol Microbiol. 1999;33:546-55.

Levee MG, Dabrowska MI, Ldli JL Jr, Hinshaw DB. Actin polymerization and
depolymerization during gpoptosisin HL-60 cells. Am J Physiol. 1996;271:1981-92.

Li G, Tang L, Zhou X, Tron V, Ho V. Chemothergpy-induced apoptosis in melanoma cells is p53
dependent. Melanoma Res. 1998;8:17-23.

Li G, Bush JA, Ho VC. pb3-dependent gpoptosis in medanoma cels after treatment with
camptothecin. J Invest Dermatol. 2000;114:514-9.

Lin B, Williams-Skipp C, Tao Y, Schleicher MS, Cano LL, Duke RC, Scheinman RI. NK-kB
functions as both a progpoptotic and antiapoptotic regulatory factor within a sngle cdl type. Cdl
Death Differ. 1999;6:570-82.

Lindgren SW, Stqjiljkovic I, Heffron F. Macrophage killing is an essentia virulence mechanism
of Salmonella typhimurium. Proc Natl Acad Sci USA. 1996,;93:4197-201.

Liu X, Li P, Widlak P, Zou H, Luo X, Garrard WT, Wang X. The 40-kDa subunit of DNA
fragmentation factor induces DNA fragmentation and chromatin condensation during apoptosis.
Proc Natl Acad Sci USA. 1998;95:8461-6.

Llopis J, McCaffery JM, Miyawaki A, Farquhar MG, Tsen RY. Measurement of cytosolic,
mitochondria, and Golgi pH in sngle living cells with green fluorescent proteins. Proc Natl Acad
Sci USA. 1998;95:6803-8.

Lohrum MAE, Vousden KH. Regulaion and function of the p53-rdated proteins same family,
different rules. Trends Cell Biol. 2000;10:197-202.

Lokich J. Infusond 5-FU: higtoricd evolution, rationae, and clinica experience. Oncology.
1998;12:19-22.

Lowe SW, Ruley HE, Jacks T, Housman DE. p53-dependent agpoptoss modulates the
cytotoxicity of anticancer agents. Cell. 1993;74957-67.

Lu Z, Liu D, Hornia A, Devonish W, Pagano M, Foster DA. Activation of protein kinase C
triggers its ubiquitination and degradation. Mol Cell Biol . 1998;18:839-45.

Lutzker SG, Levine AJ. A functiondly inactive p53 protein in teratocarcinoma cells is activated
by either DNA damage or cdlular differentiation. Nature Med. 1996;2:804- 10.

Majno G, Joris|. Apoptosis, oncosis, and necrosis. Am J Pathol. 1995;146:3-15.

171



Bibliografia

Mangan DF, Taichman NS, Lally ET, Wahl SM. Lethd effects of Actinobacillus
actinomycetemcomitans leukotoxin on human T lymphocytes. Infect Immun. 1991;56:3267-72.

Mansat V, Laurent G, Levade T, Bettaieb A, Jaffrezou JP. The protein kinase C activators
phorbol esters and phosphatidylserine inhibit neutrd  sphingomyelinase  activation, ceramide
generation, and gpoptosis triggered by daunorubicin. Cancer Res. 1997;57:5300-4.

Martins LM, Earnshaw WC. Apoptods dive and kicking in 1997. Trends Cell Biol. 1997;7:111-
114.

Matsuyama T, Murakami T, Fujita M, Fujita S, Yano |. Extrecdlular vesicle formation and
biosurfactant production by Serratia marcescens. J Gen Microbiol . 1986;132:865-75.

Matsuyama T, Bhasn A, Harshey RM. Mutationd andyds of flagdlum-independent surface
spreading of Serratia marcescens 274 on alow-agar medium. J Bacteriol. 1995;177:987-91.

Matsuyama S, Llopis J, Deveraux QL, Tsen RY, Reed JC. Changes in intramitochondrid and
cytosolic pH: early events that modulate caspase activation during apoptosis. Nature Cell Biol.
2000;2:318-25.

McArthur HL, Agarwal ML, Bacdhetti S. Induction of fragility a the human RNUZ2 locus by
cytosine arabinoside is dependent upon a transcriptiondly competent U2 smal nucleer RNA gene
and the expression of p53. Somat Cell Molec Gen. 1997;23:379-89.

McCubrey JA, StratfordMay W, Duronio V, Mufson A. Serinefthreonine phosphorylation in
cytokine signal transduction. Leukemia. 2000;14:9-21.

McQuillen K. The physca organization of nucleic acid and protein synthesis. In: Pollock M,
Richmond M, eds. Function and dructure in micro-organisrs. London: Cambridge Universty
Press; 1965.

Meijerink JP, Mensink EJ, Wang K, Sedlak TW, Soetjes AW, de Witte T, Waksman G,
Korsmeyer SJ. Hematopoietic maignancies demonstrate loss-of-function mutations of BAX.
Blood. 1998;91:2991-7.

Mess G, Friedhoff P, Hahn M, Gimadutdinon O, Pingoud A. Sequence preferences in
cleavage of dsDNA and ssDNA by the extracdlular Serratia marcescens endonuclease.
Biochemistry. 1995;34:11979-88.

Melo PS, Duran N, Haun M Cytotoxicity of prodigiosn and benznidazole on W79 cells. Toxicol
Lett. 2000;116:237-42.

Mew D, Wat CK, Towers GH, Levy JG. Photoimmunotherapy: trestment of anima tumors with
tumor-specific monoclond antibody -hematoporphyrin conjugates. J Immunol. 1983;130:1473-7.

Mgbonyebi O, Ruso J, Russo |. Rosoovitine induces cell desth and morphologica changes
indicative of apoptosisin MDA-MB-231 breast cancer cells. Cancer Res. 1999;59:1903-10.

Mody RS, Heidaryngard V, Patd AM, Dave PJ. Isolation and characterization of Serratia
marcescens mutants defective in prodigiosin biosynthess. Curr Microbiol. 1990;20:95-103.

Monack DM, Raupach B, Hromocky] AE, Falkow S. Salmonella typhimurium invasion induces
apoptosis in infected macrophages. Proc Natl Acad Sci USA 1996;93:9833- 38.

172



Bibliografia

Monreal J, Reese ET. Thechitinase of Sarratia marcescens. Can J Microbiol . 1969;15:689-96.

Montserrat E, Bosch F, Rozman C. B-cell chronic lymphocytic leukemia recent progress in
biology, diagnosis, and therapy. Ann Oncol. 1997;8:93-101.

Moors M Jr, Nguyen NY, Liu TY. Reproductible high yidd sequencing of proteins
electrophoreticaly separated and transferred to an inert support. J Biol Chem. 1988;263:6005-8.

Morimoto H, Bonavida B. Diphteria toxin and pseudomonas A toxin mediated apoptoss. J
Immunol . 1992;149:2089-94.

Morrison DA. Prodigiosn synthess in mutants of Serratia marcescens. J Bacteriol.
1966;91:1599-604.

Mortelaro A, Songia S, Gnocchi P, Ferrari M, Fornasero C, D'Alessio R, Isetta A, Colotta F,
Golay J. New immunosuppressive drug PNU156804 blocks IL-2-dependent proliferation and NF-
kappa B and AP-1 activation. J Immunol. 1999;162:7102-9.

Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cdlular growth and surviva: application to proliferation
and cytotoxicity assays. J Immunol Meth. 1983;65:55-63.

Mowart MRA. p53 in tumor progression: life, deeth, and everything. In: Press A, ed. Advancesin
cancer research; 2000.

Muller M, Strand S, Hug H, Heinemann EM, Walczak H, Hofmann WJ, Stremme W,
Krammer PH, Galle PR. Drug-induced gpoptoss in hepatoma cdls is mediated by the CD9%5
(APO-1Fas) receptor/ligand system and involves activation of wild-type p53. J Clin Invedt.
1997,99:403-13.

Mufioz A. Cancer. Genes'y nuevas terapias Madrid: Hdice; 1997.

Murata M, Nagai M, Fujita M, Ohmori M, Takahara J. Cdphosiin C synergisticaly induces
gooptosis with VP-16 in lymphoma cells which express abundant phosphorylated Bcl2 protein.
Cel Mal Life &i. 1997;53:737-43.

Murray NR, Fidds AP. Atypicd protein kinase C iota protects human leukemia cdls against
drug-induced apoptosis. J Biol Chem 1997;272:27521-4.

Neshit CE, Fan S, Zhang H, Prochownik EV. Distinct gpoptotic responses imparted by c-myc
and max. Blood. 1998;92:1003-10.

Nielsen LL, Lipari P, Dl J, Gurnani M, Hajian G. Adenovirus-mediated p53 gene therapy and
paclitaxd have synergidic efficacy in models of human head and neck, ovarian, prostate, and
breast cancer. Clin Cancer Res 1998;4:835-46.

Nufiez G, Benedict MA, Hu Y, Inohara N. Caspases: the proteases of the apoptotic pathway.
Oncogene. 1998;17:3237-45.

O'Connor L, Strasser A, O'Rellly LA, Hausmann G, Adams JM, Cory S, Huang DC. Bim: a
novel member of the Bck2 family that promotes apoptosis. EMBO J. 1998;17:384-95.

O'Connor L, Huang DC, O'Rellly L, Strasser A. Apoptosis and cdl divison. Curr Opin Cdl
Biol. 2000;12:257-63.

173



Bibliografia

O'Hagan RC, Schreiber-Agus N, Chen K, David G, Engdman JA, Schwab R, Alland L,
Thomson C, Ronning DR, Sacchettini JC, Mdtzer P, DePinho RA. Gene-target recognition
among members of the myc superfamily and implications for oncogenesis. Nature Genetics.
2000;24:113-9.

O'Rear J, Alberti L, Harshey RM. Mutations that impar swarming motility in Serratia
marcescens 274 include but are not limited to those affecting chemotaxis or flagelar function. J
Bacteriol. 1992;174:6125-37.

Ohkuma S, Sato T, Okamoto M, Matsuya H, Arai K, Kataoka T, Nagai K, Wasserman HH.
Prodigiosins uncouple lysosomd vecuolar-type ATPase through promotion of H+/Cl- symport.
Biochem J 1998;334:731-41.

Ohtsubo M, Gamou S, Shimizu N. Antisense oligonucleotide of WAFL gene prevents EGF-
induced cdl-cycle arrest in A431 cells. Oncogene 1998;16:797-802.

Oliver FJ, Menissier-de Murcia J, de Murcia G. Poly(ADPribose) polymerase in the cdlular
response to DNA damage, apoptos's, and disease. Am J Hum Genet. 1999;64:1282-8.

OwenSchaub LB, Zhang W, Cusack JC, Angelo LS, Santee SM, Fujiwara T, Roth JA,
Dessroth AB, Zhang WW, Kruze E, Radinsky R. Wild-type human p53 and a temperature-
sengtive mutant induce Fas’APO-1 expression. Mol Cell Biol. 1995;15:3032-40.

Palomar J, Mortilla R, Fusté MC, Vifias M. The role of Qantigen in susceptibility of Serratia
marcescensto hon-immune serum. Microbios 1993;76:189-96.

Pan G, O'Rourke K, Chinnaiyan AM, Gentz R, Ebner R, Ni J, Dixit VM. The receptor for the
cytotoxic ligand TRAIL. Stience 1997;276:111-3.

Pan G, O'Rourke K, Dixit VM. Caspase9, BckXL, and Apaf-1 form a ternary complex. J Biol
Chem 1998;273:5841-5.

Park JH, Levitt L. Overexpresson of mitogen-activated protein kinase (ERK1) enhances T-cell
cytokine gene expression: role of AP1, NF-AT, and NF-KB. Blood. 1993;82:2470-7.

Paruchuri DK, Harshey RM. Flagdlar variation in Sarratia marcescens is associated with color
variation. J Bacteriol . 1987;169:61-5.

Pesters M, Haller DG. Therapy for early-stage colorectal cancer. Oncology. 1999;13:307-15; 320-
21.

Pé&ez JM, Camazon M, AlvarezValdés A, AlvarezValdés A, Quiroga AG, Kdland LR,
Alonso C, Navarro-Ranninger MC. Synthesis, characterization and DNA modification induced
by a novd P(1V)-bis(monoglutarate) complex which induces apoptosis in glioma cdls. ChemBiol
Interact. 1999;117:99-115.

Phillips |, King A. Serratia marcescens in hospitd practice. Lancet. 1977;1:538.
Philpott DJ. Yamaoka S. Israel A. Sansonetti PJ. Invasive Shigdla flexneri activates NFkappa

B through a lipopolysaccharide-dependent innate intracellular response and leads to IL-8
expresson in epithelid cdls. J Immunol. 2000; 165:903-14.

174



Bibliografia

Pindur U, Lemge T. Antitumour drug desgn: DNAbinding ligands, which inhibit the
topoisomerase |. Pharmazie. 1998;53:79-86.

Piqué M, Barragan M, Daimau M, Bdlosllo B, Pons G, Gil J. Aspirin induces gpoptods
through mitochondria cytochrome c release. FEBS Lett. 2000;480:193-196.

Pisani P, Parkin DM, Bray F, Ferlay J. Edimates of the worldwide mortaity from 25 cancers in
1990. Int J Cancer. 1999;83:18-29.

Raff MC. Socid controls on cell surviva and cdll desth. Nature. 1992;356:397-400.
Rapoport H, Holden KG. The synthesis of prodigiosin. J Am Chem Soc. 1962;84:635.
Reed JC. Bcl2 and the regulation of programmed cell death. J Cell Biol. 1994;124:1-6.

Read JC. Mechanisms of Bd-2 family protein function and dysfunction in health and disease.
Behring Inst Mitt. 1996;97:72-100.

Reed JC. Bcl2 family proteins. Oncogene 1998;17:3225-36.
Reed JC. Mechanisms of apoptosis avoidance in cancer. Curr Opin Oncol. 1999;11:68-75.

Reyl-Desmars F, Laboisse C, Lewin MJ. A somatostatin receptor negatively coupled to adenylate
cyclasein the human gastric cell line HGT-1. Regul Peptides. 1986;16:207-15.

Righetti SC, Rrego P, Corna E, Pierotti MA, Zunino F. Emergence of p53 mutant cisplatin-
resgant ovarian carcinoma cells following drug exposure: spontaneoudy mutant selection. Cell
Growth Differ. 1999;10:473-8.

Rincon M, Conze D, Wess L, Diehl NL, Fortner KA, Yang D, Flavel RA, Enden H,
Whitmarsh A, Davis RJ. Conference highlight: do T cdls care about the mitogenactivated
protein kinase signdling pathways? Immunol Cell Biol. 2000g;78:166-75.

Rincon M, Flavel RA, Davis RA. The INK and P38 MAP kinase sgnding pathways in T cel-
mediated immune responses. Free Radical Bio Med. 2000b;28:1328-37.

Rizzo V, Mordli A, Pinciroli V, Sciangula D, D'alesso R. Equilibrium and kinetics of rotamer
interconverson in  immunosuppresant  prodigiosin  direvatives in  solution. J Pharm i
1999:88:73-8.

Rjazantseva IN, Andreeva IN, Ogorodnikova TI. Effect of various growth conditions on
pigmentation of Serratia marcescens. Microbios. 1994;79:155-61.

Rokem JS, Weitzman P. Prodigiosin formation by Serratia marcescens in a chemostat. Enzyme
Microb Technol. 1987;9:153-5.

Rook G. Tumours and Coley's toxins. Nature 1992;357:545.

Rosenkranz AA, Jans DA, Sobolev AS. Tageted intracdlular delivery of photosengtizers to
enhance photodynamic efficiency. Immunol Cell Biol. 2000;78:452-64.

Ross PJ, Rao S, Cunningham D. Chemotherapy of oesophago-gastric cancer. Path Oncol Res.
1998;4:87-95.

175



Bibliografia

Rath MM. The photosenstizing ability of prodigiosin. Photochem Photobiol. 1967;6:923-6.

Rothenberg ML, Blanke CD. Topoisomerase | inhibitors in the trestment of colorectal cancer.
Semin Oncol. 1999;26:632-9.

Rotonda J, Nicholson DW, Fazil KM, Gallant M, Gareau Y, Labelle M, Peterson EP, Rasper
DM, Rud R, Vaillancourt JP, Thornberry NA, Becker JW. The three-dimensiona structure of
gpopain/CPP32, a key mediator of gpoptoss. Nature Sruct Biol. 1996;3:619-25.

Rouse J, Cohen P, Trigon S, Morange M, Alonso-Llamazares A, Zamanillo D, Hunt T,
Nebreda AR. A novel kinase cascade triggered by stress and heet shock that stimulates MAPKAP
kinase 2 and phosphorylation of the small heat shock proteins. Cell. 1994;78:1027-37.

Rowan S Fisher DE. Mechanisms of apoptotic cell death. Leukemia. 1997;11:457-65.

Royce ME, Pazdur R. Novel chemothergpeutic agents for gadtrointestina cancers. Curr Opin
Oncol. 1999;11:299-304.

Rozman C, Montserrat E. Chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med. 1995;333:1052-57.

Rudd T, Bokoch GM. Membrane and morphologica changes in apoptotic cdls regulated by
caspase mediated activation of PAK2. Science 1997,276:1571-4.

Ruodlahti E. Stretching is good for a cell. Science. 1997;276:1345-6.

Sakazaky R. Genus IX. Sarratia Bizio 1823. In: Buchanan R, Gibbons N, eds. Bergey's manual of
determinative bacteriology. 8 ed. Batimore: Williams & Wilkins, 1974:326.

Sanchez V, Lucas M, Sanz A, Goberna R. Decreased protein kinase C activity is associated with
programmed cell death (apoptosis) in freshly isolated rat hepatocytes. Biosci Report. 1992;12:199-
206.

Sato T, Konno H, Tanaka Y, Kataoka T, Nagai K, Wasserman HH, Ohkuma S. Prodigiosins

as a new group of Vel symporters that uncouple proton trandocators. J Biol Chem
1908;273:21455-62.

Scaffidi C, Fulda S, Srinivasan A, Friesen C, Li F, Tomasdli KJ, Debatin KM, Krammer PH,
Peter ME. Two CD95 (APO-1/Fas) signaling pathways. EMBO J. 1998;17:1675-87.

Schievella AR, Chen JH, Graham JR, Lin LL. MADD, a nove death domain protein that
interacts with the type 1 tumor necrosis factor receptor and activates mitogen-activated protein
kinase. J Biol Chem. 1997;272:12069- 75.

Schulze-Osthoff K, Ferrari D, Los M, Wesselhorg S, Peter ME. Apoptosis signding by death
receptors. Eur J Biochem. 1998;254:439-59.

Scott LJ, GoaKL. Verteporfin. Drug Aging. 2000;16:139-48.

Seger R, Krebs EG. The MAPK singnading cascade. FASEB J 1995;9:726-35.

176



Bibliografia

Senderowicz AM, Kaur G, Sainz E, Laing C, Inman WD, Rodriguez J, Crews P, Malspes L,
Grever MR, Sausville EA. Jasplakinolide's inhibition of the growth of prostate carcinoma cdls in
vitro with disruption of the actin cytoskeleton. J Natl Cancer Ingt. 1995;87:46-51.

Shevchenko VP. Posshility of using prodigiozan to increase the efficacy of combined treatment of
breast cancer. Klin Khirurgiia. 1987;5:9-12.

Slverman MP, Mufioz EF. Effect of iron and sdt on prodigiosin synthess in Serratia
mercesoens. J Bacteriol. 1973;114:999-1006.

Singhal PC, Kapas AA, Reddy K, Franki N, Gibbons N, Ding G. Morphine promotes apoptosis
in Jurkat cdls. J Lkocite Biol. 1999;66:650-8.

Snicrope FA, Sugarman SM. Role of adjuvant thergpy in surgicdly resected colorectd
car cinoma. Gadroenterology. 1995;109:984-93.

See EA, Harte MT, Kluck RM, Walf BB, Casano CA, Newmeyer DD, Wang HG, Reed JC,
Nicholson DW, Alnemri ES, Green DR, Martin SJ. Ordering the cytochrome c-initiated caspase
cascade: hierarchica activation of caspases-2, -3, -6, -7, -8, and -10 in a cagpase9-dependent
manner. J Cdll Biol . 1999;144:281-92.

Suss HK, Barreit T, Derijard B, Davis RJ. Signal transduction by tumor necrosis factor
mediated by INK protein kinases. Mol Cell Biol. 1994;14:8376-84.

Smith PK, Krohn RI, Hermanson GT, Mallia AK, Gartner FH, Provenzano MD, Fujimoto
EK, Goeke NM, Olson BJ, Klenk DC. Measurement of protein using bicinchoninic acid. Anal
Biochem 1985;150:76-85.

Smoot DT. How does Hedicobacter pylori cause mucosd damage? Direct mechanisms.
Gastroenterology. 1997;113:S31-4, S50.

Sohur US. Chen CL. Hicks DJ. Yull FE. Kerr LD. Nuclear factor-kappaB/Réd is gpoptogenic in
cytokine withdrawa-induced programmed cell deeth. Cancer Res. 2000; 60:1202-5.

Solé M, Rius N, Francia A, Lorén JG. The effect of pH on prodigiosin production by non
proliferating cells of Serratia marcescens. Lett Appl Microbiol . 1994;19:341-4.

Songia S, Mortdlaro A, Taverna S, Fornasero C, Scheber EA, Erba E, Colotta F,
Mantovani A, lIsstta AM, Golay J. Charaterization of the new immunosuppresive drug
undecylprodigiosin in human lymphocytes. J Immunol. 1997;158:3987-95.

Srinivasula SM, Ahmad M, Fernandes-Alnemri T, Alnemri ES. Autoactivation of procaspase9
by Apaf-1-mediated oligomerization. Mol Cell. 1998;1:949-57.

Srivagava RK, Sasaki CY, Hardwick JM, Longo DL. Bc-2-mediated drug resistance
inhibition of apoptosis by blocking nuclear factor of activated T lymphocytes (NFAT) -induced Fas
ligand transcription. J Exp Med. 1999;190:253-65.

Stadheim TA, Kucera GL. Extracdlular signa-regulated kinese (ERK) activity is required for
TPA-mediated inhibition of drug-induced gpoptosis. Biochem Biophys Res Com. 1998;245:266-71.

Stanger BZ, Leder P, Lee TH, Kim E, Seed B. RIP. a nove protein containing a death @main
that interacts with Fas/APO-1 (CD95) in yeast and causes cell death. Cell. 1995;81:513-23.

177



Bibliografia

Starnes CO. Coley'stoxinsin perspective. Nature. 1992;357:11-2.

Stournaras C, Stiakaki E, Koukouritaki SB, Theodoropoulos PA, Kalmanti M, Fogtinis Y,
Gravanis A. Altered actin polymerization dynamics in various maignant cell types. evidence for
differentid sengtivity to cytochaasin B. Biochem Pharmacol . 1996;52:1339-46.

Szewczyk B, Summers DF. Preparative dution of proteins blotted to Immobilon membranes. Anal
Biochem 1988;168:48-53.

Takahashi A, Musy PY, Martins LM, Poirier GG, Moyer RW, Earnshaw WC. CrmA/SPI-2
inhibition of an endogenous ICE-related protease responsible for lamin A cleavage and apoptotic
nuclear fragmentation. J Biol Chem. 1996;271:32487-90.

Tapon N, Hall A. Rho, Rac and Cdc42 GTPases regulate the organization of the actin
cytoskeleton. Curr Opin Cdl Biol. 1997,9:86-92.

Taylor PW. Bactericidd and bacteriolytic activity of serum againgt gramnegetive bacteria
Microbiol Rev. 1983;47:46-83.

Theriot JA. Accderating on a treadmill: ADF/cofilin promotes rapid actin filament turnover in the
dynamic cytoskdeton. J Cdl Biol . 1997;136:1165-8.

Thiede C, Kim TD, Neubauer A. Use of p53 as cancer cel target for gene therapy. In: Cameron
R, Feuer G, eds. Apoptosis and its modulation by drugs. Val. 142. Berlin: Springer-Verlag; 2000.

Thornberry NA, Lazebnik Y. Cagpases. enemies within. Science 1998;281:1312-6.

Ting AT, Pimente-Muinos FX, Seed B. RIP mediates tumor necrosis factor receptor 1 activation
of NF-kappaB but not Fag/APO-1-initiated apoptoss. EMBO J 1996;15:6189-96.

Tishchenko LM, Guseva SA. Prodigiozan trestment of patients with acute myeoblastic leukemia
Vrachebnoe Delo. 1987;1:69-72.

Toge T. Effectiveness of immunochemotherapy for gastric cancer: a review of the current status.
Samin Surg Oncal. 1999;17:139-43,

Tome LD, Kanter P, Wenner CE. Inhibition of radiation-induced apoptosis in vitro by tumor
promoters. Biochem Biophys Res Commun. 1988;155:324-31.

Torigoe T, Millan JA, Takayama S, Taichman R, Miyashita T, Reed JC. Bc}2 inhibits T-cdl-
mediated cytolysis of aleukemiacdl line. Cancer Res. 1994;54:4851-54.

Tsang JC, Feng JS. Effect of polymyxin B on the synthesis of prodigiosn and its precursors in
Serratia marcescens. J Antibiot. 1983;36:1564-66.

Tauji RF, Yamamoto M, Nakamura A, Kataoka T, Magae J, Nagai K, Yamasaki M. Sdective
immunosuppresson of prodigiosin 25-C and FK506 in the murine immune system. J Antibiot.
1990;43:1293-301.

Tauji RF, Magae J, Jamashita M, Nagai K, Yamasaki M. Immunomodulating properties of

prodigiosn 25-C, an antibiotic which preferentially suppresses of cytotoxic T cells. J Antibiot.
1992;45:1295-302.

178



Bibliografia

Tsujimoto Y, Finger L, Yunis J, Nowel PC, Croce CM. Cloning of the chromosome breskpoint
of neoplastic B cells with the t(14;18) chromosome trandocation. Science 1984;226:1097-9.

Taujimoto Y, Jaffe EA, Cossman J, Gorham J, Nowel PC, Croce CM. Clusering of
bregkpoints on chromosome 11 in human B-cdl neoplasms with the t(11;14) chromosome
trandocation. Nature. 1985;315:340-3.

Tsunoda T, Tanimura H, Hotta T, Tani M, Iwahashi M, Tanaka H, Matsuda K, Yamaue H.
In vitro antitumor effect of topoisomerase-l inhibitor, CPT-11, on freshly isolated human gastric
and colorecta cancer. Anticancer Res 1999;19:5451-5.

Uruburu F. Coleccion espafiola de cultivos tipo. Catdlogo de cepas. Catdogo de cepas, 3* ed
Vdencia Depatment of Microbiology, UV, Spain; 1990. (C Dawson CB, MD G?-LOpez, F
Uruburu, ed.).

Valledor AF, Xaus J, Comalada M, Soler C, Ceada A. Protein kinase C epsilon is required for
the induction of mitogen-activated protein kinase phosphatasel in lipopolysaccharide-gtimulated
macrophages. J Immunol. 2000;164:29-37.

van Cutsem E, Peeters M, Verdype C, Filez L, Haustermans K, Janssens J. The medica
treatment of colorecta cancer: actua satus and new developments. Hepato-Gastroenterol .
1999;46:709- 16.

Vander Heiden MG, Thompson CB. Bcl2 proteins: regulators of gpoptoss or of mitochondria
homeostasis? Nature Cdll Biol. 1999;1:E209-216.

Vaux DL, Haecker G, Strasser A. An evolutionary perspective on apoptosis. Cell. 1994,76:777-
79.

Vaux DL, Korsmeyer SJ. Cdl degth in deveopment. Cell. 1999;96:245-54.

Vermes |, Haanen C, Steffens-Nakken H, Reutelingsperger C. A novd assay for apoptosis.
Flow cytometric detection of phosphatidylserine expresson on early apoptotic cdls using
fluorescain labdled Annexin V. J Immunol Methods. 1995;184:39-51.

Vigorito E, Plaza S, Mir L, Mongay L, Vifias O, Serra-Pages C, Vives J. Contributions of p53
and PMA to gamma-irradiation induced apoptosisin Jurkat. Hematol Cell Ther. 1999;41:153-61.

Vifias M, Lorén JG, Guinea J. Particulatebound pigment of Serratia marcescens and its
association with the cdllular envelopes. Microbios Lett 1983;24:19-26.

Walker NP, Talanian RV, Brady KD, Dang LC, Bump NJ, Ferenz CR, Franklin S, GhayurT,
Hackett MC, Hammill LD, et al. Crystd dructure of the cyseine protease interleukin-1 beta-
converting enzyme: a (p20/p10)2 homodimer. Cell. 1994;78:343-52.

Wang CY, Cusack JC Jr, Liu R, Baldwin AS Jr. Control of inducible chemoresistance:
enhanced anti-tumor therapy through increased apoptosis by inhibition of NF-kgopaB. Nature Med.
1999:;5:412-7.

Wasserman HH, Petersen AK, Xia M, Wang J. Pyrrole-singlet oxigen reactions leading to a,a'-
bipyrroles. Synthesis of prodigiosin and andogs. Tetrahedron Lett. 1999;40:7587-89.

179



Bibliografia

Watson A,J Merritt AJ, Jones LS, Askew JN, Anderson E, Becciolini A, Balzi M, Potten CS,
Hickman JA. Evidence of reciprocity of bck2 and p53 expression in human colorectd adenomas
and carcinomas. Br J Cancer. 1996;73:889-95.

Weinberg RA. The retinoblastoma protein and cell cycle contral. Cell. 1995;81:323-30.

Wen LP, Fahrni JA, Troie S, Guan JL, Orth K, Rosen GD. Cleavage of focad adhesion kinase
by caspases during apoptosis. J Biol Chem 1997,272:26056-61.

Wickremasinghe RG, Hoffbrand AV. Biochemicd and genetic control of gpoptosis relevance to
norma hematopoiesis and hematological maignancies. Blood. 1999;93:3587-600.

Williams RP, Gott CL, Qadri MH, Scott RH. Influence of temperature of incubation and type of
growth medium on pigmentation in Serratia marcescens. J Bacteriol . 1971;106:438-43.

Williams RP, Qadri SMH. The pigment of Serratia In: von Graevenitz A, Rubin A, eds. The
genus Srratia. Florida: CRC Press, Inc.; 1980.

Wilson KP, Black JA, Thomson JA, Kim EE, Griffith JP, Navia MA, Murcko MA, Chambers
SP, Aldape RA, Raybuck SA, & a. Structure and mechanism of interleukin-1 beta converting
enzyme. Nature. 1994,370:270-5.

Wolter KG, Hsu YT, Smith CL, Nechushtan A, Xi XG, Youle RJ. Movement of Bax from the
cytosol to mitochondria during apoptosis. J Cel Biol. 1997;139:1281-92.

Woo KR, Shu WP, Kong L, Liu BC. Tumor necross factor mediates gpoptoss via Cat+/Mg++
dependent endonuclease with protein kinase C as a possible mechanism for cytokine resistance in
human renal carcinomacells. J Urol. 1996;155:1779-83.

Xaus J, Comalada M, Valledor AF, Lloberas J, LopezSoriano F, Argilés JM, Bogdan C,
Cdada A. LPS induces gpoptosis in macrophages mostly through the autocrine production of
TNF-dpha Blood. 2000;95:3823-31.

Yamamoto C, Takemoto H, Kuno K, Yamamoto D, Tsubura A, Kamata K, Hirata H,

Yamamoto A, Kano H, Seki T, Inoue K. Cycloprodigiosin hydrochloride, a new H/ar
symporter, induces gpoptosis in human and rat hepatocdlular cancer cdll lines in vitro and inhibits
the growth of hepatocdllular carcinoma xenografts in nude mice. Hepatology. 1999;30:894-902.

Yamamoto D, Uemura Y, Tanaka K, Nakai K, Yamamoto C, Takemoto H, Kamata K, Hirata
H, Hioki K. Cydoprodigiosin hydrochloride, H/CIT symporter, induces apoptoss and
differentiation in HL -60 cdlls. Int J Cancer. 2000a;88:121-28.

Yamamoto D, Kiyozuka Y, Uemura Y, Yamamoto C, Takemoto H, Hirata H, Tanaka K,
Hioki K, Tsubura A. Cycloprodigiosin hydrochloride, a el symporter, induces apoptosis in
human breast cancer cell lines. J Cancer Res Clin Oncol. 2000b;126:191-97.

Yang J, Liu X, Bhalla K, Kim CN, Ibrado AM, Cai J, Peng Tl, Jones DP, Wang X. Prevention
of apoptoss by Bd-20 reease of cytochrome c from mitochondria blocked. Science
1997;,275:1129-32.



Bibliografia

Yoshida J, Takamura S, Nishio M. Characterization of a streptococcal antitumor glycoprotein
(SAGP). Life Sci. 1998;62:1043-53.

Yu VL. Seratia marcescens. higtorical perspective and clinicd review. N Engl J Med
1979;300:887-93.

Yu Y, Little JB. p53 is involved in but not required for ionizing radiation-induced Caspase-3
activation and gpoptosisin human lymphoblast cell lines. Cancer Res. 1998;58:4277-81.

Zamble DB, Jacks T, Lippard SJ. p53-Dependent and -independent responses to cisplatin in
mouse testicular teratocarcinoma cells. Proc Natl Acad Sci USA. 1998,95:6163-8.

Zeng ZS, Sarkis AS, Zhang ZF, Klimgra DS, Charytonowicz E, Guillem JG, Cordon-Cardo
C, Cohen AM. p53 nuclear overexpresson: an independent predictor of surviva in lymph node--
positive colorectal cancer patients. J Clin Oncol. 1994;12:2043-50.

Zhang D, Berry MD, Paterson |A, Boulton AA. Loss of mitochondrid membrane potentid is
dependent on the apoptotic program activeted: prevention by R-2HMP. J Neuorsti Res.
1999;58:284-92.

Zhang Y, Griffith EC, Sage J, Jacks T, Liu JO. Cdl cyde inhibition by the anti-angiogenic
agent TNPR-470 is mediated by p53 and p21WAFL/CIPL. Proc Natl Acad Sti USA. 2000;97:6427-
32.

Zhuang S, Lynch MC, Kochevar IE. Activetion of protein kinase C is required for protection of
cdls againgt gpoptosis induced by singlet oxygen. FEBS Lett. 1998;437:158-162.

Zigmond SH. Signd transduction and actin filament organization. Curr Opin Cell Biol. 1996;8:66-
73.

Zychlinsky A, Santonetti P. Apoptosisin bacterid pathogenesis. J Clin Invest. 1997;100:63-65.

181



APENDICE



British Journal of Pharmacology (2000) 131, 585-593

© 2000 Macmillan Publishers Ltd Al rights reserved 0007 -1188/00 $15.00 C‘)

www.nature.com/bjp
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1 The effects of supernatant from the bacterial strain Serratia marcescens 2170 (CS-2170) on the
viability of different haematopoietic cancer cell lines (Jurkat, NSO, HL-60 and Ramos) and
nonmalignant cells (NIH-3T3 and MDCK) was studied. We examined whether this cytotoxic effect
was due to apoptosis, and we purified the molecule responsible for this effect and determined its
chemical structure.

2 Using an MTT assay we showed a rapid (4 h) decrease in the number of viable cells. This
cytotoxic effect was due to apoptosis, according to the fragmentation pattern of DNA, Hoechst
33342 staining and FACS analysis of the phosphatidylserine externalization. This apoptosis was
blocked by using the caspase inhibitor Z-VAD.fmk, indicating the involvement of caspases.

3 Prodigiosin is a red pigment produced by various bacteria including S. marcescens. Using
mutants of S. marcescens (OF, WF and 933) that do not synthesize prodigiosin, we further showed
that prodigiosin is involved in this apoptosis. This evidence was corroborated by spectroscopic
analysis of prodigiosin isolated from S. marcescens.

4 These results indicate that prodigiosin, an immunosuppressor, induces apoptosis in
haematopoietic cancer cells with no marked toxicity in nonmalignant cells, raising the possibility
of its therapeutic use as an antineoplastic drug.
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Abbreviations: cPrGHCI, cycloprodigiosin hydrochloride; ESI-MS, electrospray ionization mass spectrometry; HBC, 4-
hydroxy-2,2'-bipyrrole-5-carboxaldehyde; LPS, lipopolysaccharide; MAP, 2-methyl-3-n-amylpyrrole; MBC, 4-
methoxy-2,2"-bipyrrole-5-carboxaldehyde; MTT, 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide;
PG, peptone glycerol; PI, propidium iodide; UP, uncedylprodigiosin; Z-VAD.fmk, N-benzyloxycarbonyl-Val-

Ala-Asp-fluoromethyl ketone

Introduction

Apoptosis is a form of cell death in which cells actively
participate in their own destructive processes. This process is
characterized by morphological (Kerr et al., 1994) and
biochemical/molecular (Rowan & Fisher, 1997; Reed, 1999;
Wickremasinghe & Hoffbrand, 1999) criteria. Cells undergoing
apoptosis shrink and lose their normal intercellular contacts
and subsequently exhibit cytoplasmic and chromatin con-
densation and internucleosomal cleavage of DNA. In the final
stages, cells become fragmented into small apoptotic bodies,
which are then eliminated by phagocytosis.

Several Dbacterial pathogens have been identified as
mediators of apoptosis in vitro and during pathogenesis
(Zychlinsky & Santonetti, 1997). These pathogens have
developed different strategies to survive inside the host,
overcome natural defences and thus cause disease. Induction
of host immunosuppression by triggering apoptosis in
phagocytes, like polymorphonuclear neutrophils (PMN) and
macrophages, might represent an advantage in bacterial
invasion, since these are the most dangerous cells for bacteria.
Several pathogens like Shigella spp (Chen & Zychlinsky, 1994)
and Salmonella spp (Chen et al., 1996; Lindgren et al., 1996;

*Author for correspondence at: Dept. Biologia Cellular i Anatomia
Patologica, Pavell6 Central, 5a planta. LR 5.1, C/Feixa Llarga s/n, E
08907 L’Hospitalet (Barcelona), Spain. E-mail: rperez@bell.ub.es

Monack et al., 1996) induce apoptosis in macrophages.
Furthermore, the induction of PMN apoptosis by Actinoba-
cillus actinomycetemcomitans has been suggested (Kato et al.,
1995).

Bacterial toxins like leukotoxin, a-toxin and hemolysin
form pores in the eukaryotic cell membrane and disrupt the
cell via osmotic swelling (Mangan et al., 1991; Hildebrand et
al., 1991; Jonas et al., 1993). Other toxins like diphtheria toxin
and exotoxin A inhibit protein synthesis, causing apoptosis in
eukaryotic cells (Morimoto & Bonavida, 1992; Kochi &
Collier, 1993). Yoshida er al. (1998) identified an acidic
glycoprotein purified from the crude extract of Streptococcus
pyogenes Su, which showed cell growth inhibition in vitro and
antitumour activity in vivo. Verotoxin 1, the active component
of the bacteriocin preparation from Escherichia coli, induces
apoptosis in human cancer cell lines (Arab et al., 1998) and
eliminates human astrocytoma xenografts (Arab et al., 1999).
The prevention of neoplasia by agents from bacteria that
inhibit cancer cell proliferation but are not toxic to healthy
cells is an exciting prospect. In our laboratory, during
screening of potential anticancer drugs, we observed that the
supernatant from cultures in stationary phase (growth) of the
bacterial strain S. marcescens 2170 induced death in several
cancer cell lines. On the basis of this reproducible observation
we pursued three objectives. First, we examined the effects of
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supernatant on the viability of several haematopoietic cancer
cell lines and nonmalignant cells and assessed whether this
cytotoxic effect was due to apoptosis. Second, we identified the
molecule contained in the supernatant of S. marcescens that
was responsible for the induction of apoptosis. Third, we
purified this molecule and determined its chemical structure.
Our results confirm the molecule as an apoptotic factor with
interesting anti-cancer properties.

Methods

Chemical and reagents

Meat peptone was purchased from Difco (Detroit, MI,
U.S.A)). Glycerol was bought from Merck (Darmstadt,
Germany). 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazo-
lium bromide (MTT), and propidium iodide (PI) were
purchased from Sigma Chemicals Co (St Louis, MO, U.S.A.).
N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethyl ketone (Z-
VAD.fmk) was obtained from Enzyme Systems Products
(Dublin, CA, U.S.A.). Deionized water further purified with a
Millipore Milli-Q system (Bedford, MA, U.S.A.). was used.

Bacterial strains

Serratia marcescens 2170 environmental isolated is a wild type
strain that produces prodigiosin. Mutants strains of S.
marcescens-OF, -WF and -933 were deficient in prodigiosin
biosynthesis (Mody et al., 1990). NR1 is a lipopolysaccharide
(LPS)-deficient mutant strain of S. marcescens which does not
have the O-antigen (Palomar et al., 1993).

Bacterial cell cultures

Each bacterial strain (S. marcescens-2170, -OF, -WF, -933 and
-NR1) was inoculated into 25 ml of peptone glycerol (PG)
medium, containing 1% meat peptone and 10% glycerol in
distilled water, and cultivated for 8 h at 30°C with vigorous
shaking, and then transferred to 250 ml of PG medium and
cultivated for 48 h at 30°C with vigorous shaking. Bacteria
were then harvested by centrifugation at 6800 x g for 15 min at
4°C.

Supernatants from the bacterial strains were passed through
a 0.22 um filter (Nalge Nunc Int. Rochester, NY, U.S.A.) and
concentrated by a centricon® Plus-20 (Millipore Iberica,
Barcelona, Spain). The resulting concentrated samples (named
CS-2170, CS-OF, CS-WF, CS-933 and CS-NR1) were divided
into aliquots and stored at —20°C. Protein concentration of
the CS were estimated by the Bradford method (Bradford,
1976), and used as a measure of the CS quantity added to the
growth medium of the cell lines.

Cell lines and culture conditions

Acute human T cell leukaemia cells (Jurkat clone E6-1),
myeloma cells (NSO), human promyelocytic leukaemia cells
(HL-60), human Burkitt lymphoma cells (Ramos), Swiss
mouse embryo cells (NIH-3T3) and MDCK (NBL-2)
nonmalignant canine epithelial cells were obtained from the
American Type Culture Collection (Rockville, MD, U.S.A.).
Cells were cultured in RPMI 1640 medium (Biological
Industries, Beit Haemek, Israel) except NIH-3T3, which was
cultured in DMEM medium (Biological Industries, Beit
Haemek, Israel) and MDCK, which was cultured in MEM
(Sigma). The three media were supplemented with 10% heat-

inactivated FBS, 100 u ml~' penicillin, 100 ug ml~' strepto-
mycin (all from GIBCO-BRL, Paisley, U.K.), and 2 mM L-
glutamine (Sigma).

Cell viability assay

Cell viability was determined by the MTT assay (Mosmann,
1983). Briefly, 20x 10° cells were incubated in 96-well
microtiter cell culture plates, in the absence (control cells) or
in the presence of increasing amounts of CS-2170, CS-OF, CS-
WF, CS-933 and CS-NRI, in a final volume of 100 pl. After
4 h incubation, 10 uM of MTT (diluted in PBS) was added to
each well for an additional 4 h. The blue MTT formazan
precipitate was dissolved in 100 ul of isopropanol:1N HCI
(24:1) and the absorbance at 550 nm was measured on a
multiwell plate reader. Cell viability was expressed as a
percentage of control. Data are shown as the mean + standard
deviation of triplicate cultures.

Analysis of DNA fragmentation

Analysis of DNA fragmentation by agarose gel electrophoresis
was performed as described previously (Bellosillo ef al., 1997).
Briefly, 1x 10° cells per ml were exposured to 10 ug ml~! of
CS-2170, CS-OF, CS-WF, CS-933 and CS-NR1 and incubated
overnight (16 h). Cells were washed in PBS and resuspended in
ice-cold lysis buffer (10 mm Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA,
0.2% Triton X-100). After incubating for 15 min at 4°C, cell
lysates were centrifuged at 14,000 x ¢ for 15 min to separate
low molecular weight DNA from intact chromatin. The
supernatant was treated with 0.2 mg ml™' of proteinase K in
a buffer containing (mM) NaCl 150, Tris-HCl 10 pH 8.0,
EDTA 40 and 1% SDS for 4h at 37°C. The DNA
preparations were phenol/chloroform extracted twice to
remove proteins. DNA was precipitated with 140 mM NaCl
and two volumes of ethanol at —20°C overnight. DNA
precipitates were recovered by centrifugation at 14,000 x g for
15 min at 4°C, washed twice in cool 70% ethanol and air dried.
DNA pellets were resupended in 15 ul of TE (10 mM Tris-HCI
pH 8.0, 1 mM EDTA) and treated with RNase-DNase free
(Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) for 1 h at
37°C. 3.2 ul of loading buffer was added to each tube and the
DNA preparations were electrophoresed in 1% agarose gels
which contained ethidium bromide. Gels were placed on a UV
light box to visualize the DNA ladder pattern.

Hoechst staining

Cell morphology was evaluated by fluorescence microscopy
following Hoechst 33342 DNA staining (Sigma Chemicals
Co.). Cells (4 x 10° per ml) from each cell line were incubated
in the absence (control cells) or in the presence of CS-2170
(5 ng ml~ ") and 300 nM of prodigiosin for 6 h. Cells were then
washed in PBS and resuspended in PBS plus Hoechst 33342 to
a final concentration of 2 ug ml~!' and incubated for 30 min at
37°C in the dark. After incubation, cells were washed in PBS
and the sections were examined with a Leitz Diaplan
microscope and photographed with a Wild MPS 45 Photo-
automat system. Apoptotic cells were identified by features
characteristic of apoptosis (e.g. nuclear condensation, forma-
tion of membrane blebs and apoptotic bodies).

Analysis of apoptosis by annexin V binding

Exposure of phosphatidylserine was quantified by surface
annexin V-FITC (Bender MedSystems, Boehringer Man-
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nheim) staining as described previously (Koopman et al., 1994;
Bellosillo et al., 1998). 4 x 10° cells per ml were incubated for
4 h with 5 and 10 pug ml~' of CS-2170. After this, cells were
washed in PBS and resuspended in 200 ul binding buffer (mm:
HEPES/NaOH 10 pH 7.4, NaCl 140, CaCl, 2.5) plus 0.6 ul of
annexin V-FITC Kit and incubated for 30 min at room
temperature in the dark. After incubation, we added 200 ul of
binding buffer and propidium iodide to a final concentration of
5 ug ml—'. Cells were analysed using a Becton Dickinson
FACS Calibur flow cytometer (Mountain View, CA, U.S.A.).
Samples were acquired and analysed using Cell Quest software
and data were analysed with the Paint-a-gate Pro software
(Becton Dickinson).

Annexin V binds to those cells that express phosphotidyl-
serine on the outer layer of the membrane, and propidium
iodide stains the cellular DNA of those cells with a
compromised cell membrane. This allows the discrimination
of live cells (unstained with either fluorochrome) from early
apoptotic cells (stained only with annexin V) and advanced
apoptotic and necrotic cells (stained with both annexin V and
propidium iodide).

Purification of prodigiosin

Prodigiosin was extracted by shaking the S. marcescens 2170
cells with a mixture of methanol/IN HCl (24:1). After
centrifugation (6800x g for 15 min), the solvent of the
supernatant was evaporated under vacuum. Atmospheric
pressure liquid chromatography of the extract was performed
on silica gel with chloroform and methanol as solvents. The
eluted pigmented fractions were pooled and the chloroform/
methanol extract was vacuum evaporated, redissolved in H,O
and lyophilized. The isolated pigment was redissolved in
methanol and analysed by electrospray ionisation mass
spectrometry (ESI-MS) using a VG-Quattro triple quadrupol
mass spectrometer (Micromass, VG-Biotech, U.K.). The
isolated pigment was repurified by subsequent semipreparative
HPLC carried out on a Shimadzu instrument (Kyoto, Japan).
A Nucleosil Cg reversed-phase column (250 x4 mm, 10 um)
was used with a 0—100% linear gradient in 30 min (A: 0.01 M
ammonium acetate, pH 7, B: 100% acetonitrile). The elution
was monitored both using diode-array UV detector (SPD-
MI10AVP Shimadzu) and by ESI-MS. After repeated
injections the pooled fractions containing the major peak
were vacuum evaporated, redissolved in H,O, lyophilized and
characterized by ESI-MS and 'H-NMR. ESI, m/z 324.4
M+H)", (CyH,sN;0 requires 323.4381 (MW average)).
'"H-NMR (CD;OD, 500 MHz, p.p.m.); 10.71 (m, NH), 8.54
(m, NH), 7.08 (s, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.88 (m, 1H), 6.83 (m, 1H),
6.30 (m, 1H), 6.25 (s, 1H), 3.96 (s, 3H), 2.43 (t, 2H), 1.58 (s,
3H), 1.2-1.4 (m, 6H), 0.91 (t, 3H). The concentration of
prodigiosin was determined as described (Goldschmidt &
Williams, 1968).

Results

CS-2170 decreased the viability of haematopoietic cancer
cells

The effect of the concentrated supernatant from S. marcescens
2170 (CS-2170) on the viability of different haematopoietic
cancer cell lines (Jurkat, NSO, HL-60 and Ramos) and
nonmalignant cell lines (NIH-3T3 and MDCK) was studied.
Cell lines were incubated for 4 h with several doses of CS-2170,
ranging from 1 to 10 ug ml~', and then cell viability was

determined by the MTT assay. A dose-dependent decrease in
the number of viable cells was observed in all the cell lines
studied except NIH-3T3 and MDCK (Figure 1A). The ICy,
was 1.45 ugml~' for Jurkat, 3.03 ygml~' for Ramos,
3.14 ug ml~! for HL-60 and between 5 and 10 ug ml~' for
NSO. We did not observe a significant decrease in the viability
of the NIH-3T3 and MDCK at the doses used in the
experiment or in other nonmalignant cell lines like Swiss-
3T3. The viability study of these cell lines treated with
prodigiosin at different times (4—24 h) did not show
differences (data not shown).

CS-2170 induced apoptosis in haematopoietic cancer
cells

In order to determine whether this cytotoxic effect was due to
apoptosis, we analysed whether CS-2170 induces DNA
fragmentation. Agarose gel electrophoresis of DNA showed
the characteristic ladder pattern of apoptosis in all haemato-
poietic cancer cell lines incubated overnight in the presence of
10 pug ml~" of CS-2170. However, DNA laddering was not
observed in the NIH-3T3 and MDCK at this dose of CS-2170
(Figure 1B).

We corroborated these results at microscopic level using the
Hoechst 33342 staining. Fluorescence microscope allowed the
visualization of apoptotic cells with condensed or fragmented
nuclei in Jurkat and HL-60 cells but not in NIH-3T3 cells
(Figure 1C).

Furthermore, we confirmed these results by measuring
apoptosis in the Jurkat cell line by FACS analysis with annexin
V-FITC and propidium iodide staining (Figure 2). We
incubated Jurkat cells with 0, 5 and 10 ug ml~' of CS-2170.
The mean values of the early apoptotic populations (IP~/
Annexin V7 cells) were 442, 3448 and 45+ 3%, respectively.

To demonstrate the involvement of caspase activation in the
apoptotic effect, we analysed whether the caspase inhibitor Z-
VAD.fmk prevented apoptosis (Garcia-Calvo et al., 1998).
When cells were incubated with 0, 5 and 10 ug ml~' of CS-
2170 in the presence of 50 uM Z-VAD.fmk, the mean values of
the early apoptotic population were 2+0.2,3+0.4 and 5+2%
respectively. These results show that Z-VAD.fmk inhibits the
apoptotic action of CS-2170. Furthermore, Z-VAD.fmk
blocked DNA fragmentation (data not shown).

Identification from CS-2170 of the molecule responsible
of apoptosis in haematopoietic cancer cells

Samples of CS-2170 were heated to 100°C for 15 min or
subjected to different protease treatments with trypsin,
proteinase K, and protease V8 in order to eliminate active
proteins from the sample. In all cases, the samples continued
inducing apoptosis (data not shown).

S. marcescens is a Gram-negative bacillus containing LPS,
which is responsible for the biological activity of endotoxin
and is located in the outer membrane of the bacteria. LPS can
be discharged from the outer membrane to the culture
medium. In order to rule out LPS as the molecule involved
in the apoptosis induced by CS-2170, we used the S.
marcescens NR1 mutant which is LPS deficient. Both CS-
2170 and CS-NR1 induced similar DNA laddering pattern
(Figure 3), indicating that LPS is not responsible for the
apoptotic action.

Samples from mutants defective in prodigiosin biosynth-
esis (Figure 4) were examined to clarify the involvement of
this pigment in the apoptosis activity observed. Prodigiosin
(2-methyl-3-pentyl-6-methoxyprodigiosene) is synthesized in
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Figure 1 CS-2170 induces apoptosis in haematopoietic cancer cell lines. (A) Dose-response of the effect of CS-2170 on cell viability.
Haematopoietic cancer cells (Jurkat, NSO, HL-60 and Ramos) and nonmalignant cell lines (MDCK and NIH-3T3) were incubated
for 4 h with 1—10 ug ml~' of CS-2170. Cell viability was determined by the MTT assay as described in Methods and it is expressed
as a percentage with respect to control cells. (B) DNA fragmentation induced by CS-2170 was observed in the agarose gel
electrophoresis as described in Methods. Jurkat, NSO, HL-60, Ramos, MDCK and NIH-3T3 cells were untreated (—) or incubated
for 16 h with 10 ug ml~' of CS-2170 (+). (C) Fluorescence microscopic analysis of Jurkat, HL-60 and NIH-3T3 nuclei with

+ CS-2170
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Hoechst 33342 staining. Cells were untreated (-CS-2170) or treated with 5 ug ml~" of CS-2170 for 6 h (bar=10 um).

S. marcescens by the coupling of 2-methyl-3-n-amylpyrrole
(MAP)  with  4-methoxy-2,2'-bipyrrole-5-carboxaldehyde
(MBC). Mutant OF does not form MBC, but forms 4-
hydroxy-2,2’-bipyrrole-5-carboxaldehyde =~ (HBC) instead,
which couples with MAP to form norprodigiosin (2-
methyl-3-pentyl-6-hydroxyprodigiosene). Mutant WF does
not form HBC or MBC but forms the volatile pyrrole MAP.
Mutant 933 does not form MAP but forms MBC (Mody et
al., 1990) Figure 4. Only CS-2170 and CS-OF induced a
significant decrease in the viability of Jurkat cells (Figure
SA), and the characteristic DNA ladder pattern of apoptosis
(Figure 5B). CS-WF and CS-933 decreased cell viability but
with less efficiency than CS-2170 and CS-OF and with no
evidence of DNA laddering (Figure 5B). Furthermore, the
addition of purified prodigiosin to CS-WF and CS-933
allowed the induction of apoptosis in Jurkat cells (data not
shown). These evidences indicate that prodigiosin and
norprodigiosin (produced by OF mutant) are involved in
this apoptosis.

Purification and characterization of prodigiosin from
CS-2170 as the apoptotic factor synthesized from
S. marcescens 2170

Furthermore, the apoptotic factor was purified by methanol/
HCI extraction followed by silica gel chromatography and
semipreparative reverse-phase HPLC. Electrospray ionization
mass spectrometry gave a molecular weight of 323.4, consistent
with the expected value for prodigiosin (CyH»sN;0). The
structure of prodigiosin was further confirmed by high-field
"H-NMR spectroscopy. Jurkat and NIH-3T3 cell lines were
incubated with 60 to 1200 nM of prodigiosin for 4 h, and cell
viability was determined by MTT assay. Prodigiosin decreased
viability of Jurkat cells. The ICs, was higher for the NIH-3T3
cells (Figure 6A). The DNA fragmentation pattern and was
observed in Jurkat cells but not in NIH-3T3 cells (Figure 6B).
The nuclei shown a strong blue fluorescence and were
condensed and fragmented in Jurkat cells (Figure 6C).
Furthermore, we confirmed these results by measuring
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in Methods. (A) Control cells. (B, C) Cells were incubated for 4 h with 5 and 10 ug ml~! of CS-2170 respectively. (D) Cells were
incubated with 50 um Z-VAD.fmk. (E, F). Cells were incubated with 5 and 10 ug ml~" of CS-2170 respectively in the presence of

50 uM Z-VAD.fmk.

QS D
& &
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Figure 3 DNA fragmentation induced by CS-2170 and CS-NRI.
Jurkat cells were untreated (—) or incubated overnight (16 h) with
10 uyg ml~"' of CS-2170 and CS-NR1. DNA was extracted and
subjected to agarose gel electrophoresis as described in Methods.

apoptosis in Jurkat cells by FACS analysis with annexin V-
FITC and propidium iodide staining (Figure 6D). We
incubated the cells with 0, and 300 nM of prodigiosin. The
mean values of the early apoptotic populations (IP~/Annexin
V™ cells) were 3+0.7 and 384 2%, respectively.

Discussion

Apoptosis is involved in the action of several cancer-
chemotherapeutic agents. In the last few years, the selection
of new drugs associated with apoptosis that would be expected
to be effective against tumours with high proliferation like
leukemias and lymphomas has been introduced into screening
for new anticancer drugs (Cameron & Feuer, 2000). Our
findings demonstrate that prodigiosin released from S.
marcescens 2170 to the culture medium induced apoptosis in
four haematopoietic cancer cell lines (Jurkat, NSO, HL-60 and
Ramos) but not in nonmalignant cells (NIH-3T3 and MDCK).
Furthermore, prodigiosin is equally active in other cancer cell
lines like SW-620, DLD-1 and HGT-1 (all of gastrointestinal
origin) (Montaner et al., manuscript in preparation), and
indicates that prodigiosin may have potential as new
antineoplastic candidate.

S. marcescens is a ubiquitous bacterium inhabiting water,
soil, plants, insects and vertebrates, and it has various
characteristics including the pigment prodigiosin (Hejazi &
Falkiner, 1997). We decided to study the possible involvement
of prodigiosin in this apoptosis for different reasons: (a) in our
culture conditions the supernatant from S. marcescens 2170
was always red, the characteristic colour of prodigiosin; (b)
prodigiosin should be stable at 100°C and protease-resistant
(both properties are in accordance with our previous
experiments); (c) immunosuppressive activity has been
described for prodigiosin family members (Tsuji et al., 1992;
Kawauchi et al., 1997; Songia et al., 1997; Han et al., 1998);
and (d) the immunosuppressive effects of prodigiosin family
members may be due to their apoptotic effects as Kawauchi et
al., (1997) and, recently, Azuma et al. (2000) suggested.

British Journal of Pharmacology, vol 131 (3)



590 B. Montaner et al

Prodigiosin induces apoptosis in cancer cell lines

CsH1q

H

MAP

NORPRODIGIOSIN PRODIGIOSIN
OH OCHs
D VYo P (VT Voo
u H N N
H H
HBC MBC
Figure 4 Scheme of prodigiosin biosynthesis by S. marcescens. OF, WF and 933 mutants of the prodigiosin biosynthesis are
indicated.
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Figure 5 Effect of CS from different mutants in prodigiosin biosynthesis. (A) Dose-response of the effect of CS-2170, CS-OF, CS-
WF and CS-933 on cell viability. Jurkat cells were incubated for 4 h with 1-5 ug ml~"' of CS-2170, CS-OF, CS-WF and CS-933.
Cell viability was determined by the MTT assay as described in Methods. (B) DNA fragmentation induced by CS-2170, CS-OF, CS-

WF and CS-933 was analysed by agarose gel electrophoresis as

described in Methods. Jurkat cells were untreated (—) or incubated

overnight with 10 ug ml~' of CS-2170, CS-OF, CS-WF and CS-933.

Prodigiosin is produced by S. marcescens, Pseudomonas
magnesiorubra, Vibrio psychroerythrus and other bacteria
(Gerber, 1975; Paruchuri & Harshey, 1987). Microscopic
observations of S. marcescens colonies showed that prodigio-
sin pigment was localized in vesicles (extracellular and cell
associated) or intracellular granules (Matsuyama et al., 1986;
Kobayashi & Ichikawa, 1991). This pigment is synthesized in a
bifurcated pathway, in which mono- and bipyrrole precursors
are synthesized separately and then coupled to form
prodigiosin (Boger & Patel, 1988). Although, we can not rule
out the possibility that CS-2170 has other minor proapoptotic
components, our results using different mutant strains of S.
marcescens indicate that prodigiosin and/or norprodigiosin,
with very similar chemical structure, are involved in the
apoptotic activity (Figure 4). Identification by spectroscopic
analysis of prodigiosin released from S. marcescens to the
culture medium, allow us to demonstrate that it is responsible
for the induction of apoptosis in haematopoietic cancer cells.
Recently, Han er al. (1998) described a T-cell specific
immunosuppression associated to prodigiosin; however, they

showed that prodigiosin did not cause significant decrease in
the splenic lymphocyte viability for 24 h of incubation at
concentrations from 1 to 1000 nM, similar to our results in
nonmalignant NIH-3T3 cells (Figure 6A).

Prodigiosin 25-C (UP) and cycloprodigiosin hydrochloride
(cPrGHCI), two members of the prodigiosin family, synthe-
sized by Streptomyces spp and Pseudoalteromonas denitrificans
respectively have been identified to have immunosuppressive
activity (Tsuji et al., 1992; Kawauchi et al., 1997; Songia et al.,
1997). UP inhibits equally well both T and B human
lymphocyte proliferation, but not transformed leukaemic cell
lines (Songia et al., 1997); Songia et al. (1997) suggested that
cell-cycle related proteins such as retinoblastoma (Rb) and
cyclin-dependent Kinase-2 and -4 (Cdk-2 and Cdk-4) are the
target molecules of UP to induce growth arrest in G, phase in
human T and B lymphocytes. Recently, Mortellaro et al.
(1999) reported that a synthetic analogue of UP, PNU156804,
has a biological effect indistinguishable from UP and efficiently
inhibits the activation of NF-xB and AP-1 transcription
factors. Inhibition of NF-xB substantially enhances the
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Figure 6 Purified prodigiosin induces apoptosis in Jurkat cells. (A) Dose-response of the effect of prodigiosin on cell viability.
Jurkat and NIH-3T3 cell lines were incubated with 60 to 1200 nM of prodigiosin for 4 h. Cell viability was determined by the MTT
assay as described in Methods and it is expressed as a percentage with respect to control cells. (B) DNA fragmentation induced by
prodigiosin. 1x 10° Jurkat and NIH-3T3 cells in 1 ml were untreated (—) or incubated (P) with 300 nm of prodigiosin for 16 h.
DNA was extracted and subjected to agarose gel electrophoresis as described in Methods. (C) Fluorescence microscopic analysis of
Jurkat and NIH-3T3 nuclei with Hoechst 33342 staining. Jurkat and NIH-3T3 cells were untreated (—Prodigiosin) or treated
(+Prodigiosin) with 300 nm of prodigiosin for 6 h (bar=10 um). (D) Detection of apoptosis in Jurkat cells detected by annexin-V/

PI assay after 4 h exposure to 300 nM of prodigiosin.

apoptotic potential of cancer therapies (Wang et al., 1999).
However, Kawauchi et al. (1997) and Azuma et al. (2000)
suggested that apoptosis is the mechanism of action of
cPrGHCI to induce suppression of T cell proliferation. The
molecule cPrGHCI inhibits proliferation and induces apopto-
sis in hepatocellular carcinoma cell lines, showing ICs, values
from 276 to 592 nM, compared with 8395 nM in isolated
normal rat hepatocytes, at 72 h (Yamamoto et al., 1999). Our
results show an ICs, for prodigiosin of 225 nM in Jurkat in a
shorter assay (4 h). However, the mechanisms underlying the

apoptotic effect of prodigiosin are unknown. cPrGHCI inhibits
vacuolar ATPase (Tsuji et al., 1992), and, like other vacuolar
ATPase inhibitors, it acidifies the cytoplasm and apoptosis
(Gottlieb et al., 1996). The results presented in this report show
that prodigiosin-induced apoptosis is blocked by Z-VAD.fmk,
indicating that these caspases are involved in prodigiosin-
induced apoptosis in haematopoietic cancer cell lines.
Interestingly, prodigiosin induces apoptosis in Jurkat and
HL-60 cells, both of which are p53 deficient (Chen & Haas,
1990). This evidence indicates that prodigiosin-induce apop-
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tosis by a p53-independent mechanism. Oncogenesis is often
associated with defects in p53. As prodigiosin-induced
apoptosis is p53-independent, this could mean an advantage
over other chemotherapeutic drugs (Brown & Wouters, 1999;
Bunz et al., 1999).

The elucidation of the mechanisms involved in the
apoptotic action of prodigiosin and its evaluation as a possible
anticancer drug warrants further investigation.
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Abstract

Prodigiosin is a red pigment produced by various bacteria incl@&t#imgtia marcescen€olorec-

tal cancer is one of the most frequent malignancies and one of the most frequent causes of canc
death in the Western world. Its treatment is far from satisfactory and the challenge to oncologists is tc
find novel chemical entities with less toxicity and greater effectiveness than those used in current che
motherapy. Here we characterize the apoptotic action of prodigiosin in colon cancer cells. DLD-1 and
SW-620 human colon adenocarcinoma cells, NRK and Swiss-3T3 nonmalignant cells were assaye
by the MTT assay, fragmentation pattern of DNA, Hoechst 33342 staining and study of PARP cleav-
age by Western blot, in order to characterize the prodigiosin-induced apoptosis. Prodigiosin was
purified and its structure was confirmed. Metastatic SW-620 cells were more sensitive to prodigiosin
(ICs: 275 nM) than DLD-1. We did not observe a significant decrease in the viability of NRK cells.
We confirmed that prodigiosin induces apoptosis in both cancer cell lines by the characteristic DNA
laddering pattern and condensed nuclei or apoptotic bodies identified by fluorescence microscopy
These results indicate that prodigiosin induces apoptosis in colon cancer cells. © 2001 Elsevier Sci
ence Inc. All rights reserved.

Keywords: Apoptosis; Cancer-cell-lines; Chemotherapy; Colon; Prodigiosin

Introduction

Colorectal cancer is the fourth commonest form of cancer in men, representing 8.9 % of
all new cancers per year worldwide. To reduce the risks of this disease, chemotherapeuti
agents, including antioxidants and non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), are used
as immune modulators or promoters of cell differentiation or apoptosis [1-3]. Nevertheless,
surgery is the only option available to patients with colorectal cancer, and adjuvant chemo-
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therapy is applied to decrease recurrence and thereby metastasis. The current treatment f
these patients is fluoropyrimidines such as 5-fluorouracil (5-FU) alone or in combination
with other drugs like leucovorin, oxaliplatin or folinic acid [4—7]. They induce apoptosis in
colorectal tumor cells [8,9] although the benefits in terms of tumor regression or symptom
improvement are limited.

Apoptosis, also known as programmed cell death, is responsible for deletion of cells in
normal tissues during development, tissue homeostasis and protection against pathogens [10,1
Apoptosis malfunctions can have health implications like in cancer. A variety of morphologi-
cal and biochemical studies can be used to identify the apoptotic process, which is funda
mentally different from necrosis or degenerative cell death. The morphology of cells during
the development of apoptosis is associated with compaction and margination of nuclear chro
matin, condensation of the cytoplasm, and partition of nucleus and cytoplasm into membrane
bound-vesicles, many containing nuclear fragments. Furthermore, biochemical mechanism:
are involved in the fragmentation in the internucleosomal linker regions, in multiple units
compromising 180—-200 base pairs of the nuclear DNA, giving a characteristic pattern when
the DNA is analyzed by gel electrophoresis [12].

The identification of novel targets and development of more specific chemotherapeutic
agents are two of the most important goals of research in cancer therapy. Several bacteri
pathogens have been identified as mediators of apojmosgiso and during pathogenesis
[13-17]. A family of natural red pigments called prodigiosins are synthesized from different
bacteria. Cycloprodigiosin hydrochloride (cPH&I), uncedylprodigiosin (UP) and prodigi-
osin are three members of this family for which immunosuppressive and apoptotic activities
have recently been described [18-20]. Prodigiosin is produc8erpgtia marcescersllow-
ing a bifurcated biosynthesis pathway, in which mono- and bipyrrole precursors are obtainec
separately and then coupled to form the linear tripyrrole red pigment [21] during the station-
ary phase of bacterial growth [22].

In the present study, we have analyzed the effect of prodigiosin in different colon cancer
cell lines. We quantified the loss of viability by employing the MTT assay; we also stained
their DNA with Hoechst 33342 for morphological identification of apoptotic cells; finally, we
studied the ladder pattern of DNA after agarose gel electrophoresis and the PARP cleavag
by Western immunoblotting, biochemical features of apoptotic cells.

Our results indicate that prodigiosin induces apoptosis in colon cancer cells lines, and is
thus the reference compound of a growing family of drugs with potential utility in cancer
chemotherapy.

Methods
Chemical and reagents

Meat peptone was purchased from Difco (Detroit, Michigan, USA). Glycerol was bought
from Merck (Darmstadt, Germany). 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT), proteinase K, trypsin and protease V8 were purchased from Sigma Chemi-
cals Co (St Louis, MO, USA). Deionized water further purified with a Millipore Milli-Q sys-
tem (Bedford, MA) was used.
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Cell lines and culture conditions

Colon human adenocarcinoma (DLD-1 cell line), colon human adenocarcinoma from
lymph node metastasis (SW-620 cell line) and normal rat kidney (NRK-52E) were purchased
from the American Type Culture Collection (Rockville, MD). Swiss mouse embryo cell line
(Swiss-3T3) was a gift from E. Rozengurt (Imperial Cancer Research Foundation. London,
UK). DLD-1 cells were cultured in RPMI 1640 medium; SW-620 NRK and Swiss-3T3 were
cultured in DMEM medium. Both media were purchased from Biological Industries (Beit
Haemek, Israel) and supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 100 U/ml penicillin, 100
rg/ml streptomycin, and 2 mM L-glutamine (all from GIBCO BRL, Paisley, UK), a€37
5% CQ in air.

The experiments were performed when cells were in the log phase of growth.

Bacteria strain and culture conditions

S. marcescen2170 environmental isolate is a wild type strain that produces prodigiosin.
Prodigiosin (2-methyl-3-pentyl-6-methoxyprodigiosene) is made by the coupling of 2-methyl-
3-n-amylpyrrole (MAP) with 4-methoxy-2,ipyrrole-5-carboxaldehyde (MBC) [23§5.
marcescen®170 was inoculated into 25 ml of peptone glycerol (PG) medium, containing
1% meat peptone and 10% glycerol in distilled water, and cultivated for 8 houfCaviBo
vigorous shaking, and then transferred to 250 ml of PG medium and cultivated for 48 hours
at 30C with vigorous shaking. Bacteria were then harvested by centrifugation at>6,§00
for 15 minutes at°C.

Supernatant from the bacterial strain was passed through pr.8Rer (Nalge Nunc Int.
Rochester, NY, USA ) and concentrated by a Centfiduas-20 (Millipore Iberica. Barcelona,
Spain). The resulting concentrate was divided into aliquots and store30f4t.

In order to denature and hydrolyze the active peptides and proteins, the supernatant wa
heated to 10 for 15 minutes or subjected to protease treatments with proteinasqug/(50
ml in 10mM Tris-HCI pH 7.8, 5mM EDTA and 0.5% SDS), trypsin (§0ml in 100nM
NaHCQ, pH 7.5) and protease V8 (5units/ml in 0.2% SDS), and incubated overnight (16
hours) at 37C.

Isolation and purification of prodigiosin

Prodigiosin was measured using the difference in absorption of the concentrated superne
tant at 534 and 655 nm. A difference in absorbancy of 1.0 between the two wavelengths i
equivalent to 19.3ug of prodigiosin per ml [24].

Furthermore, prodigiosin purification was performed as described previously [25]. Briefly,
prodigiosin was extracted from pigmented suspensions with acidic methanol (1 ml of 1N
HCI:24 ml of methanol) and then centrifuged (6,80@ for 15 minutes) and the solvent of
the supernatant was evaporated under vacuum. Atmospheric pressure liquid chromatograpt
of the extract was performed on silica gel with chloroform and methanol as solvents. The
eluted fractions were pooled and the chloroform/methanol extract was vacuum evaporated
redissolved in HO and lyophilized. The isolated pigment was redissolved in methanol and
analyzed by electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) using a VG-Quattro triple
quadrupol mass spectrometer (Micromass. VG-Biotech, UK). The isolated pigment was re-
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purified by subsequent semipreparative HPLC carried out on a Shimadzu instrument (Kyoto,
Japan). A Nucleosil ( reversed-phase column (2504 mm, 1(wm) was used with a 0% to
100% linear gradient in 30 minutes (A: 10 mM ammonium acetate, pH 7.0, B: 100% acetoni-
trile). The elution was monitored both using diode-array UV detector (SPD-M10AVP Shi-
madzu) and by ESI-MS. After repeated injections the pooled fractions containing the major
peak were vacuum evaporated, redissolved,(d, Hophilized and characterized by ESI-MS
and'H-NMR. ESI, m/z 324.4 (M-H)™", (C,oH,sN3O requires 323.4381 (MW averageh-

NMR (CD;OD, 500 MHz, ppm); 10.71 (m, NH), 8.54 (m, NH), 7.08 (s, 1H), 6.95 (s, 1H),
6.88 (m, 1H), 6.83 (m, 1H), 6.30 (m, 1H), 6.25 (s, 1H), 3.96 (s, 3H), 2.43 (t, 2H), 1.58 (s, 3H),
1.2-1.4 (m, 6H), 0.91 (t, 3H).

Cell viability assay

Cell viability was determined by the MTT assay [26]. Brieflyx2@® cells were incu-
bated in 96-well microtiter cell culture plates, in the absence (control cells) or in the presence o
400 to 1600 nM of prodigiosin in a final volume of 300 After 8 hours incubation, 1QM
of MTT (diluted in PBS) was added to each well for an additional 4 hours. The blue MTT
formazan precipitate was dissolved in 300of isopropanol:1N HCI (24:1) and the absor-
bance at 550 nm was measured on a multiwell plate reader. Cell viability was expressed as
percentage of control. Data are shown as the mean ¥asue.m. of triplicate cultures.

Electrophoresis and western blot analysis of PARP cleavage

To analyze the PARP (poly-(ADP-ribose)-polymerase) cleavage by Western>idf 1
cells per ml were exposed to 1100 nM of prodigiosin and incubated for 8 hours. Cells were
washed in PBS and lysed with Laemmli sample buffer [27] andg5@rotein extracts
were electrophoresed on 12% polyacrylamide gel and transferred to Immobilon-P (Milli-
pore) membrane. Membranes were blocked in 5% dry milk diluted in TBS-T (50 mM Tris-
HCI pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.1% Tween-20), for 1 hour and then incubated for 2 hours at
room temperature (RT) with rabbit polyclonal antibody anti-poly-(ADP-ribose)-polymerase,
diluted 1:1000 in 5% dry milk-TBS-T (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany, ref. 1
835 238), which recognizes both the native enzyme (116kD) and the cleavage product
(85kD) [28]. Membranes were washett3 minutes in 5% dry milk-TBS-T and antibody
binding was detected using peroxidase-conjugated goat anti-rabbit 1gG (Bio-Rad, United
Kingdom, ref. 170-6515) diluted 1:1000 in 5% dry-milk-TBS-T, for 1 hour at RT. Mem-
branes were washed in TBS-K8 minutes, and peroxidase was then developed by incubat-
ing the membrane with 2.25mM luminol (Sigma) and 0.45mM p-iodophenol (Fluka, Buchs,
Switzerland) in 50mM Tris-HCI pH 9.0 plus 0.03%@®4 for 1 minute at RT and enhanced
chemiluminescence.in an autoradiography film.

Analysis of DNA fragmentation

Analysis of DNA fragmentation by agarose gel electrophoresis was performed as de-
scribed previously [25]. Briefly,210° cells per ml were exposed to 1100 nM of prodigiosin
and incubated 8 hours. Cells were washed in PBS and resuspended in ice-cold lysis buffe
(20 mM Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA, 0.2% Triton X-100). After incubating for 15 minutes
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at £C, cell lysates were centrifuged at 14,00Q for 15 minutes and the supernatant was
treated with 0.2 mg/ml of proteinase K in a buffer containing 150 mM NacCl, 10 mM Tris-
HCI pH 8.0, 40 mM EDTA and 1% SDS, for 4 hours at@7The DNA preparations were
phenol/chloroform extracted twice to remove proteins. DNA was precipitated with 140 mM
NaCl and two volumes of ethanol-aR0°C overnight. DNA precipitates were recovered by
centrifugation at 14,008 g for 10 minutes at°€, washed twice in cool 70% ethanol and air
dried. DNA pellets were resupended injdlsof TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA)

and treated with DNase-free RNase (Boehringer Mannheim) for 1 houfGt 32 ul of
loading buffer was added to each tube and the DNA preparations were electrophoresed in 19
agarose gels which contained ethidium bromide. Gels were placed on an UV light box to vi-
sualize the DNA ladder pattern.

Hoechst staining

Cell morphology was evaluated by fluorescence microscopy following Hoechst 33342
DNA staining (Sigma). Cells (410° per ml) from each cell lines were incubated in the absence
(control cells) or in the presence of 1100 nM of prodigiosin for 5 hours. Cells were then
washed in PBS and resuspended in PBS plus Hoechst 33342 to a final concentraiigh of 2
ml and incubated for 30 minutes atB7n the dark. After incubation, cells were centrifuged
and resuspended in PBS plus propidium iodide to a final concentragigimd and incu-
bated for 10 minutes at room temperature in the dark. Cells were then centrifuged again
washed in PBS, examined with a Leitz Diaplan microscope and photographed with a Wild
MPS 45 Photoautomat system. Apoptotic cells were identified by nuclear condensation, for-
mation of membrane blebs and apoptotic bodies. Necrotic cells showed clumping of chroma.
tin without marked changes in its distribution, organelles and membranes disintegration,
maintaining the overall configuration of the cell).

Statistical analysis

All data points shown are mean valttes.e.m. ofn independent experiments. The data
points from triplicates of an individual experiment were averaged, and the data points shown
are the mean of these averages fromxperiments. Statistical significance of differences was
assessed by ANOVA (Fisher's PLSD test). Differences between untreated and treated cell
with prodigiosin are indicated byP<<0.05; ** P<<0.01; *** P<<0.001.

Results
Isolation and purification of prodigiosin from S. marcescens 2170

We used the concentrated supernatant fBormarcescen2170 as a source of apoptotic
activity in human colon cancer cell lines. In order to characterize the active principle that in-
duced apoptosis, we performed the following experiments. Supernatan® fnorarcescens
2170 was heated to 1 for 15 minutes or subjected to different protease treatments with
proteinase K, trypsin, and protease V8 in order to eliminate active proteins from the sample
In all cases, the samples continued inducing apoptosis, which ruled out the involvement of
peptides and/or proteins in this effect (data not shown).
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We decided to study the possible involvement of prodigiosin in apoptosis in human colon
cancer cell lines since apoptotic activity had been described in rat hepatocellular cancer cel
lines for other member of the prodigiosins family [19] as well as in haematopoietic cancer
cell lines [25]. Results of previous studies indicated that prodigiosin should be stable at
100°C and protease-resistant.

Prodigiosin was purified fror8. marcesceng170 by methanol/HCI extraction followed
by silica gel chromatography and semipreparative reverse-phase HPLC. ESI-MS gave a mo
lecular weight of 323.4 Da, consistent with the expected value for prodigioght,{8;0)

(Fig. 1). The structure of prodigiosin (Fig.ldse) was further confirmed by high-field
H-NMR spectroscopy (data not shown).

Prodigiosin decreased the viability of colon cancer cells

The effect of prodigiosin on the viability of different human colon cancer cell lines (DLD-1
and SW-620) and nonmalignant cells (NRK-52E and Swiss-3T3) was studied. Cell lines
were incubated for 8 hours with several doses of prodigiosin, ranging from 400 to 1600 nM,
and cell viability was then determined by the MTT assay. A significant dose-dependent de-
crease in the number of viable cells was observed in SW-620, withy@of IZ75 nM (Fig.

2). When SW-620 cells were exposed to prodigiosin for 8 hours, and washed in PBS anc
fresh growth medium without prodigiosin was added, the number of viable cells was the
same as the values shown in fig. 2 suggesting that the effect of prodigiosin was irreversible
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Fig. 1. Electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) shows the prodigiosin isolatesl frtarcescens
giving a molecular weight of 323.4 Dimsetshows the structure of prodigiosin (2-methyl-3-pentyl-6-methoxy-
prodigiosene).
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Fig. 2. Effect of prodigiosin on colon cancer and nonmalignant cell lines. Cell viability in prodigiosin-treated
cells. The data were obtained from the treat of NRK, Swiss-3T3, DLD-1 and SW-620 cell lines with 400 to 1600
nM of prodigiosin for 8 hours. Number of viable cells was determined by the MTT assay and is expressed as &
percentage with respect to control cells. Data are shown as the meart vatien. of three independent experi-
ments performed in triplicate. Statistical significance of differences between untreated and treated cells with pro-
digiosin at different doses was assayed by ANOVA (Fisher's PLIB¥.0:05 and ***P<0.001.

(data no shown). DLD-1 was less sensitive to prodigiosin exposure, although showed a con
stant decrease in its viability. However, we did not observe an important decrease in the via
bility of the NRK cells, or in other nonmalignant cell lines like Swiss-3T3 that showed a
slight reduction in the number of viable cells. However 90% of Swiss-3T3 cells were viable
in presence of 1200 nM of prodigiosin; theJ@as 1550 nM, five times higher than in SW-
620. The time course (8 to 24 hours) of the cytotoxic effect of prodigiosin on these cell lines
was found to be the same as at 8 hours (data no shown).

Prodigiosin induced apoptosis and activation of caspases in colon cancer cells

In order to determine whether this cytotoxic effect was due to apoptosis, we analyzed
whether prodigiosin induced DNA fragmentation. Agarose gel electrophoresis of DNA
showed the characteristic ladder pattern of apoptosis in all cancer cell lines incubated 8 hour
in the presence of 1100 nM of prodigiosin. (Fig. 3A). PARP cleavage was analyzed on pro-
tein extracts from cells incubated 8 hours with 1100 nM of prodigiosin by Western blot as an
early specific marker of caspase activity. In prodigiosin-treated cells, both the native PARP
(116kD) and the cleavage product (85kD) were observed (Fig. 3B).
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Fig. 3. (A) Induction of apoptosis by prodigiosin. NRK, Swiss-3T3, DLD-1 and SW-620 cell lines were untreated
(=) or incubated ) for 8 hours with 1100 nM of prodigiosin. The fragmented DNA was extracted and analyzed
by agarose gel electrophoresis.(B) PARP cleavage was analyzed on protein extracts from these cells by Weste
blot as described in the Materials and Methods. The position of the native PARP (116kD) and the proteolytic frag-
ment (85 kD) is indicated.

We corroborated these results at microscopic level using the Hoechst 33342 staining. Ir
contrast to untreated cells, the apoptotic nuclei of SW-620 and DLD-1 gave stronger blue
fluorescence and were condensed and fragmented. However nuclei of Swiss-3T3 cells onl
showed “bean appearance” (Fig. 4).

Discussion

This study shows that prodigiosin released fl®nmarcesceng170 to the culture me-
dium induced apoptosis in colon cancer cell lines (SW-620 and DLD-1) but not in nonmalig-
nant cell lines (NRK and Swiss-3T3) at the same doses. DNA fragmentation, proteolytic
cleavage of PARP and distinctive morphological changes in the nucleus typified this event.
This rapid and potent effect in cancer cell lines makes prodigiosin an interesting new antine-
oplasic candidate.

The use of fluoropyrimidines (e.g. 5-FU), alone or in combination with other drugs, is the
mainstay of colorectal cancer therapy [4-7], although approximately 60%—70% of patients
with advanced colorectal carcinoma do not achieve objective clinical responses with 5-FU-
based chemotherapy. Furthermore, a significant subset of patients with resected disease w
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NRK SWISS-3T3 DLD-1 SW-620

- Prodigiosin

+ Prodigiosin

Fig. 4. Fluorescence microscopic analysis of NRK, Swiss-3T3, DLD-1 and SW-620 nuclei with Hoechst 33342
staining. Cells were untreated Prodigiosin) or treatedt{Prodigiosin) with 1100 nM of prodigiosin for 5 hours
(original magnification 108).

relapse despite 5-FU-based adjuvant treatment [4]. These observations underscore the ne
for new, more effective cytotoxic agents. In the present experimental investigation, we dem-
onstrated that the metastatic SW-620 cells showed higher sensitivity to prodigiosin, with a
significant decrease in the number of viable cells. Nevertheless, DLD-1 showed a constan
decrease in the number of viable cells but was less sensitive to the drug. Furthermore, w
confirm that prodigiosin induces apoptosis in both cancer cells but not in nonmalignant cells
at these doses, which makes this molecule a new candidate for further research as an antice
cer drug.

The molecule cPr&iCl inhibits proliferation and induces apoptosis in hepatocellular car-
cinoma cell lines, showing kgvalues from 276 to 592 nM, compared with 8395 nM in iso-
lated normal rat hepatocytes, at 72 hours [19]. Our results showsgfot@rodigiosin of
275 nM in SW-620 in a shorter assay (8 hours). Other authors report a reduction of up to
81.3% in the tumor weight of hepatocarcinoma xenografts in nude mice treated witHCPrG

The colon cancer cell lines used here were sensitive to prodigiosin, which induced apopto:
sis as shown by DNA fragmentation analysis and by morphological evidence using Hoechs
33342 staining. Furthermore, we demonstrated by PARP cleavage analysis that this apoptos
involves the activation of caspases.

Although the mechanism of the apoptotic effect of prodigiosin is unknown, Yoshida et al.
show that cPr@&1Cl, like other prodigiosins, promotes'KCI~ symport, induces acidifica-
tion of the cytosol and thus apoptosis [17, 29, 30]. Another hypothesis of the mechanism of
action of prodigiosin was proposed by Songia et al. [18]. They found that UP arrested the
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proliferation of human lymphocytes by inhibiting phosphorylation of retinoblastoma (Rb)
and suppressing cyclin-dependent kinase-2 and -4. Recently, Mortellaro et al. [31] reportec
that a synthetic analogue of UP, PNU156804, has a biological effect indistinguishable from
UP and efficiently inhibits the activation of N\dB and AP-1 transcription factors.

The multifunctional protein p53 plays a role in tumor suppression. Mutation of this gene
and its allelic loss at chromosome 17p have been shown to be an adverse prognostic mark
in colorectal cancers [32, 33]. p53 has a profound influence on the responses to therapeut
agents, and cells with targeted p53 deletion are resistant to apoptosis induced by 5-FU, th
standard treatment in metastatic colorectal cancer [9, 34]. Here we show that prodigiosin in-
duces apoptosis in SW-620 and DLD-1, both of which have mutant or defective p53 [35].
Bcl-2 overexpression has been reported to suppress apoptotic cell death in a high proportio
of adenomas and colorectal cancers [36]. Furthermore, the expression of this survival facto
may explain the resistance of colorectal tumours to chemotherapeutic treatment [37]. We
showed that SW-620 cells, which retain the Bcl-2 expression [37], were sensitive to prodigi-
osin, indicating that prodigiosin-induced apoptosis was p53-independent and it was not pro-
tected by Bcl-2, which could mean an advantage over other chemotherapeutic drugs [25].

Our results demonstrate that prodigiosin is a potent apoptotic factor on colon cancer cells
and nominally non-toxic to nonmalignant cells. This suggests its use as a possible anticance
drug, although the mechanisms of its apoptotic action remain to be determined, anthassays
vivo will be necessary.
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Summary. Gadiric cancer is one of the most
frequent malignancies and its treatment is far from
satisfactory. The challenge to oncologists is the
characterizetion of novel chemicd entities with
greater effectiveness. Treatment of human gastric
cacinoma cdl line (HGT-1) with prodigiosn
synthesized by the bacteria Serratia marcescens
showed a congant decrease in viability by
gooptosis. Morphologica andlysis of prodigiosin-
treated cells demonstrated that podigiosin induces
cdl shrinkage, chromatin condensation,
reorganization of actin microfilament architecture,
and detachment of cdls from the cdl culture
substrate. The results suggest that  prodigiosin
induces apoptosis in gastric cancer cdlls.

Cancer cdl

Keywords:  Apoptoss, lines,

Chemotherapy, Prodigiosin

Introduction

Oesophageal and  gadlric  cancers pose a
number of chdlenges  for oncologigsts,
gastroenterologists  and  surgeons.  Surgica
resection is the most effective treatment in gastric
cancer. Nevertheless, in the United States and
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Cel-lular i Anatomia Patologica, Campus Bellvitge, Universitat de
Barcelona, Pavellé Central, 5a planta. LR 5.1, C/ Feixa Llarga
s/n, 08907 LHospitalet (Barcelona), Spain. email: rperez @
bell.ub.es

Cancer Biology Research Group, Universitat de

Europe, curative resections are possible in only 50
% to 60 % of newly diagnosed gastric cancer
patients (Kelsen, 1996). The current chemotherapy
treatment for these patients is 5-fluorouracil (5-
FU), which done or in combinaion with other
drugs like cisplatin (Lokich, 1998; Ross et 4.,
1998), induces gpoptosis in tumor cels (Inada et

a., 1997).
Apoptosis is characterized by
internucleosomad DNA  degradation, chromatin

condensation and digtinct higtological  features
(Kerr et d., 1994). Unlike necrotic degth, apoptosis
is an active process involving the programmed
activation of sgndling cascades that are necessary
to induce cdl death. Apoptosis plays an important
role in devdopment and tissle homeodtasis, and
provides defence againgt vird infection and
oncogenesis (Raff, 1992, Vaux et d., 1994). The
importance of gpoptosis as an anti-cancer agent has
been demongrated in many tumour cdls types in
regponse to a broad range of drugs (Hannun, 1997,
Cameron and Feuer, 2000). The identification of
novel targets and development of new, more
specific chemotherapeutic agents are two of the
most important goals of research on cancer
therapy. Several bacterid pathogens have been
identified as mediators of apoptosis in vitro and
during pathogenesis (Zychlinsky and Santonetti,
1997). Bacterid toxins like leukotoxin, a-toxin
and haemolysin form pores in the eukaryotic cdll
membrane and disupt the cel via osmotic
swvdling (Mangan et d., 1991; Hildebrand et d.,
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1991; Jonas e d. 1993). Other toxins like
diphtheria toxin and exotoxin A inhibit protein
synthesis, causing apoptosis in eukaryotic cels
(Morimato and Bonavida, 1992; Kochi and Collier,
1993). Verotoxin 1, the active component of the
bactaiocin  preparation from Escherichia cali,
induces gpoptoss in human cancer cdl lines (Arab
e d. 1998) and diminates human adrocytoma
xenografts (Arab et al., 1999).

A family of naturd
prodigiosns ae synthessed from different
bacteria Cycloprodigiosin hydrochloride
(cPrGHCI), undecylprodigiosin (UP) are members
of this family for which immunosuppressive and
gooptotic activities have been described (Kawauchi
e a., 1997; Songia et d., 1997). Very recently,
screening for anticancer agents in vitro in our
laboratory led to the discovery that prodigiosin
produced by Serratia marcescens 2170 triggered
apoptosis in different cancer cdl lines, behaving as
a rapid, potent and selective drug (Montaner et d.,
“accepted for publication”). The fact that the
antiproliferative effect of prodigiosn is p53
independent (Montaner e d., “accepted for
publication”) makes prodigiosn an interesting new
antineoplasic candidate to sudy in cdl culture
cancer models. We decided to study the effect of
prodigiosn in a human gastric cancer cel culture
model for the following reasons. @) gastric cancer
is the second cause of annua mortality worldwide,
with over 600,000 desths in 1990 (Pisani et 4d.,
1999), b) gadtric cancer cdlls have a low sensitivity
to chemotherapy agents (Toge, 1999) and c) at
present, chemotherapeutic choices are limited to 5
FU and the benefits in terms of tumor regression or
improvement of symptoms are limited.

The purpose of this study was to analyse the
effect of prodigosn in the human gastric
cacinoma cdl line (HGT-1). We quanttified the
loss of viahility by MTT assay; we adso sained
DNA with Hoechst 33342 for morphologicd
identification of apoptotic cells and we studied the
ladder patern of DNA dfter agaose ¢d
dectrophoresis, which is a biochemicd feature of
gpoptatic cdls. Findly, we examined whether
prodigiosin affected the actin cytoskeleton during
agpoptosis, and whether such an effect was
reversble.

red pigments cdled

Materials and methods

Chemical and Reagents

Meat peptone was purchased from Difco
(Detroit, Michigan, USA). Glycerol was bought
from Merck (Darmgtadt, Germany). 3-(4,5
Dimethylthiazol-2-yl) - 2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) and Hoechst 33342 were
purchased from Sigma Chemicds Co (St Louis,
MO, USA). Deionized water further purified with
a Millipore Milli-Q sysem (Bedford, MA) was
used.

Cell lines and culture conditions

HGT-1 (cdone 6) human gadtric carcinoma
cdl line was a generous gift from C.L. Laboisse
(Laboise et d., 1982). Cdls were cultured in
DMEM, purchased from Biologicad Industries
(Beit Haemek, Israd) and supplemented with 10%
of heat-inactivated FBS, 100 U/ml penicillin, 100
ng/ml  dreptomycin, and 2mM  L-glutamine (all
from GIBCO BRL, Padey, UK), a 37°C, 5% CO;
inair.

Bacteria strainand culture conditions

S marcexens 2170 environmentd isolae is a
wild-type strain that produces the characteristic
pigment prodigiosn. S marcescens 2170 was
inoculated into 25 ml of peptone glyceral (PG)
medium, containing 1% meat peptone and 10%
glyceral in didtilled water, and cultivated for 8 h a
30 °C with vigorous shaking, and 1 ml was then
transferred to 250 ml of PG medium and cultivated
for 48 h a 30 °C with vigorous shaking. Bacteria
were then harvested by centrifugation a 6,800 x g
for 15 minutes a 4 °C. Prodigiosn was extracted
by shaking the pdlet with acidic methanol
(methanal:IN HCI (24:1)) and centrifuged a 2000
X g for 5 minutes a room temperature. The
supernatant was evaporated under vacuum and the
pigment was re-dissolved in DMSO, divided into
diquots and stored at —20°C.

Isolation and purification of prodigiosin

Prodigiosn was measured using the
difference in absorption of the concentrated
supernatant at 534 and 655 nm. A difference in
absorbency of 1.0 between the two waveengths is
equivdlent to 193 pg of prodigiosn per ml
(Goldschmidt and Williams, 1968).

Furthermore, prodigiosn was purified as
described previoudy (Montaner et d., “accepted
for publication”). Briefly, after evaporation under
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vacuum of the @&aidic methanol  solvent,
amospheric pressure liquid chromatography of the
extract was peformed on dlica g with
chloroform and methanol as solvents. The duted
fractions were pooled and the chloroform/methanol
extract was vacuum evaporated, re-dissolved in
HO and lyophilized. The isolated pigment was re
disolved in mehanol and andyzed by
electrospray ionization mass spectrometry (ES-
MS) usng a VG-Quattro triple mass spectrometer
(Micromass. VG-Biotech, UK). The isolaed
pigment was repurified by subsequent semi-
prepaative HPLC on a Shimadzu instrument
(Kyoto, Japan). A Nucleosl G reversed-phase
column (250 x 4 mm, 10pum) was used with a 0 %
to 100 % linear gradient in 30 minutes (A: 10 mM
ammonium acetate, pH 7.0, B: 100 % acetonitrile).
The dution was monitored both using diode-array
UV ddector (SPD-M10AVP Shimadzu) and by
ES-MS. After repeated injections the pooled
fractions containing the magjor pesk were vacuum
evaporated, redissolved in HO, lyophilized and
characterized by ESI-MS and ‘HNMR. ESl, m/z
3244 (M+H)", (GdNO requires 323.4381
(MW average)). 'H-NMR (CD;OD, 500 MHz,
ppm); 10.71 (m, NH), 8.54 (m, NH), 7.08 (s, 1H),
6.95 (s, 1H), 6.88 (m, 1H), 6.83 (m, 1H), 6.30 (m,
1H), 6.25 (s, 1H), 3.96 (s, 3H), 243 (t, 2H), 1.58
(s, 3H), 1.21.4 (m, 6H), 0.91 (t, 3H).

Cell viability assay

Cdl vidility wes determined by the MTT
assay (Mosmann, 1983). Briefly, 20x10° cells were
incubated in 96-well microtiter cell culture plates,
in the absence (contral cells) or in the presence of
0.5 to 40 nmM of prodigiosn in a find volume of
100 m. After 4 h. incubation, 10 nM of MTT
(diluted in PBS) was added to each wdl for an
additiona 4 h. The blue MTT formazan precipitate
was dissolved in 100 m of isopropanol:IN HCI
(24:1) and the absorbance a 550 nm was measured
on a multiwel plae reader. Cdl vigility was
expressed as a percentage of control. Data are
shown as the mean vaue + Standard Deviation of
triplicate cultures.

Analysis of DNA Fragmentation

Andyss of DNA fragmentaion by agarose
gd dectrophoress was peformed as described
previoudy (Montaner et d. “accepted for
publication”). Briefly, 1x10 cels per 2ml were

exposed to 2mM of prodigiosn and incubated for
12 h. Cdls were washed in PBS and resuspended
in ice-cold lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 1
mM EDTA, 0.2% Triton X-100). After incubating
for 15 minutes a 4 °C, cdl lysates were
centrifuged a 14,000 x g for 15 min and the
supernatants were treated with 0.2 mg/ml of
proteinase K in a buffer containing 150 mM NaCl,
10 mM Tris-HCl pH 80, 40 mM EDTA and 1%
SDS, for 4 h a 37 °C. The DNA preparations were
phenol/chloroform extracted twice and DNA was
precipitated with 140 mM NaCl and two volumes
of ethanol a -20 °C overnight. DNA precipitates
were recovered by entrifugation at 14,000 x g for
10 minutes a 4 °C, washed twice in cool 70%
ghanol and ar dried DNA pdlets were
resupended in 15 m of TE (10 mM TrissHCO pH
80, 1 mM EDTA) and treated with DNase-free
Rnase  (Boehringer  Mannheim,  Mannheim,
Germany) for 1 h a 37 °C. 3.2 ni of 6X loading
buffer was added to each tube and the DNA
preparations were electrophoresed in 1% agarose
gds contaning ethidium bromide. Gds were
placed on a UV light box to visudize the DNA
ladder pattern.

Hoechst staining

Cdl  morphology was evduated by
fluorescence microscopy following Hoechst 33342
DNA saningHGT-1 cdls (4x10° per ml) were
incubated in the absence (control cells) or in the
presence of 3rM of prodigiosin and incubated for
2 and 3 h. Cdls were then washed in PBS and
resuspended in PBS plus Hoechst 33342 to a find
concentration of 2 pg/ml and incubated for 30
minutes a 37 °C in the dark. After incubation, cells
were washed in PBS and the sections were
examined with a Letz Digplan microscope and
photographed with a Wild MPS 45 Photoautomat
system. Apoptotic cdls were identified by nuclear
condensation, formation of membrane blebs and
gpoptotic bodies.

Analysis of actin microfilament organization

HGT-1 cells were cultured to 70% confluence
over derile coverdips introduced in plaes. Cdls
were treated with 3rM of prodigiosn and
incubated for 1, 2 and 3 h. respectively.

Coverdips with treated and non-treated cells
were washed in PBS and fixed for 1h. in Bouin
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solution a room temperature. After severa washes
in PBS, cdls were incubated for 5 min in 0.1%
Triton %100. The coverdips were incubated with
normal sheep serum for 1 h a room temperature
and then for 2 h. with mouse monoclond anti-actin
(& a dilution of 1400 in PBS-NaN;-BSA from
purchased liquid antisray cdone C4, ICN
Biomedicas, Inc. ca. # 69100). Coverdips were
rinsed in PBS and incubated for 1 h. in sheep 1gG
antimouse Ig conjugated with FITC (a a dilution
of 1100 in PBS a sconday antibody
(Boehringer Mannheim. Germany). Cdls were
examined with microscope and filter.

Results

Isolation and purification of prodigiosin from S.
marcescens 2170

Prodigiosn was purified from S marcescens
2170 by methanol/HCl extraction followed by
slica g chromatography and semipreparative
reverse-phase HPLC. ESI-MS gave a molecular
mass of 3234 Da, consstent with the expected
vaue for prodigiosin (GgH.sN:0). The structure of
prodigiosn was further confirmed by high-field
'H-NMR spectroscopy . We used the pigment
extracted with acidic methanol from S marcescens
2170, redisolved in DMSO, as a source of
gpoptotic activity in the human gastric carcinoma
adl line
Prodigiosin  decreased
cancer cells

the viabilty of gastric

HGT-1 cdls were incubated for 4 h. with
doses of prodigiosin ranging from 0.5 to 4.0 M,
and cdl viability was then determined by the MTT
assay. A dgnificant dose dependent decrease in the
number of viable cells was observed, with an 1Gs
of 3.InM (Fig. 1A). The viahility study of this cdll
line trested with prodigiosin at different times (4 to
24 h.) did not show differences (data not shown).

Prodigiosin induced apoptosis in gastric cancer
cells

In order to determine whether this cytotoxic
effect was due to gpoptosis, we andyzed whether
prodigiosin induced DNA frgmentation. Agarose
gd dectrophoress of DNA  showed the
characterigtic ladder pattern of apoptosis in HGT-1

210

cells incubated for 12 h. in the presence of 21M of
prodigiosn (Fig. 1B).

We corroborated these results at microscopic
level usng Hoechgt 33342 daining. In contrast to
untrested cells, the apoptotic nuclel of HGT -1 gave
stronger blue fluorescence and were condensed,
and occasondly we saw holes in the nucle of
dead cdls (Fig. 2). These results demondtrate that
prodigiosn  induces changes in  nuclear
morphology characteristic of apoptotic cell death.

Effect of prodigiosin on the organization of actin
microfilaments

HGT-1 cdls grew as monolayers of closdy
goposed  polygond  cdls  with  epithdid
morphology. Most cells were mononuclear, but bi-
and multinuclested cells were also observed.

Actin immunostaining showed a typicd fiber
network. Actin microfilaments were seen in a
pardld pattern depending on the plane of focus
and more concentrated around the nucleus (Fig. 3).
Sometimes, punctate structures of nonHilamentous
actin were seen in the extensons of lamdlipodia
Immunostaining appeared more intense a the point
of contact between cells.

Treatment with 2nM of prodigiosin caused
progressive  morphologica changes. Within the
first hour, cels which had previoudy been amost
completely confluent had retracted and the plasma
membrane started to ruffle (Fig. 3). By the second
hour of treatment confluent cells had aso begun to
ghrink, the cytoplasm admost dissppeared and
become rounded. In about 3 h, cells detached from
plates and typicad apoptotic bodies were seen e the
boundaries of detached cdlls (Fig. 3).

Vescles observed within the cytoplasm of
treated cells were densdy stained with anti-actin
antibodies. Apoptotic bodies of rounded detached
cells were gtained (Fig. 3).

We adso saw many rounded cells with ray-like
immunodtaining, indicating the formation of
numerous filopodia or perhaps microvilli (data not
shown). Retraction of the cytoplaam was
accompanied by condensation  of the
immunostaining around the nucleus of these cdls,
which may have come from non-confluent regions
of platess. When the cedls were exposed to
prodigiosn for 2 h, washed in PBS and treated
with the culture medium without prodigiosin, they
began to grow and attach to the substratum (data
not shown). These results demondtrate that the
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effect of prodigiosn on HGT-1 cdls was
reversble.

These results indicate that cells trested with
prodigiosin detached from the subgratum. This
induced the reorganization of actin microfilament
architecture, and cells died by apoptoss.

Discussion

We have recently reported the apoptotic
effect of prodigiosn synthesized by S marcescens
2170 on sved humaen cancer cdl lines like
Jurket, NSO, HL-60, Ramos (al of hematopoietic
origin), SW-620, and DLD-1 (human colon
origin), but not in non-mdignant cdls like NIH-
3T3, Swiss3T3 and MDCK (Montaner et 4.,
“accepted for publication”). Here we extend our
dudy of prodigiosin-induced apoptosis to the
human gastric carcinoma cell line (HGT-1) and we
examine the posshility thet actin microfilaments
could be atarget of this molecule.

The prevention of neoplasa by agents of
bacteria origin that inhibit cancer cdl proliferaion
and with no appreciable toxicity for normd cdls is
an attractive prospect. In this connection, a family
of natural red pigments called prodigiosins, which
are synthesized from bacteria, have been described.
Cycloprodigiosin  hydrochloride (cPrGHCl) and
Prodigiosn 25C (UP) ae repoted to have
immunosuppressive  and  apoptotic  effects
(Kawauchi et d., 1997; Songia et d., 1997). For a
third member, prodigiosn, Han & 4d., (1998)
described T-cell specific immunosuppresson but
no data were reported on the involvement of
prodigiosin in gpoptotic cel desth in human gagtric
carcinoma. Here we demongtrate that apoptotic cell
death is induced in the human gadric carcinoma
adl line HGT-1. Andyss of actin cytoskdeton in
HGT-1 with FITC-conjugated actin reveded that
actin filaments of cells that were not trested with
prodigiosn were organized into a dense, dynamic
meshwork of actin fibers, whereas the actin fibers
of  prodigiosntreated cels were  dther
disorganized, disassembled, or disrupted. These
observations suggest that prodigiosin promotes the
breskdown of actin microfilament and this is the
firs demonstratrion that prodigiosn causes the
reorganization of actin cytoskeleton. Arguably, it
may be difficult to assess whether cleavage of a
paticular protein subdrate is pat of the
endogenous cell death programme, or an unrelated
consequence of the lethd dimulus. However,
Levee ¢ d., (1996) suggest that reorganization of

the microfilament network is necessary for the
formation of apoptotic bodies, and
depolymerization of Factin may dso be necessary
for apoptosis.

Mgbonyebi et d., (1999) suggest that cdk
inhibitors like roscovitine may be involved in

cytoskdetd  regulation, by  reducing the
polymerization of actin microfilaments. We have
demongtrated that prodigiosn causes the

reorganization of actin cytokdeton and may
promote the breskdown of actin microfilaments.
These findings combined with our previous

obsarvations of inhibition of cdk2 activity in
prodigiosin-trested  cells  (unpublished  data)
indicate that prodigiosn follows the same

mechanism &s roscovitine.

During the past few years, new compounds
like cytochdasins, lantrunculins, jasplakinolide,
swinholide A and inhibitors or farnesyltransferase
(Cooper, 1987; Senderowicz, 1995; Bubb et d.,
1995; Ayscough et d., 1997; Gibbs et d., 1997),
al of natura origin, have been found to modulate
actin - polymerization and dynamics, often by
unique mechanisms (Jordan and Wilson, 1998).
These molecules, together with prodigiosn, are
likely to become vauable tools for the andysis of
actin dynamics and functions in cells. Because they
inhibit cdl proliferation, they or ther derivatives
have potentid as chemoterapeutic agents in the
treatment of cancer.

Interestingly, prodigiosin induces apoptosis in
Jurkat and HL-60 cdls, both of which are p53
officient (Montaner et d., “accepted for
publication”). Bcl-2 is an important gene product
in the regulation of programmed cell desth, acting
as a suppressor (Korsmeyer, 1999). However,
prodigiosin induced gpoptosis in a Jurkat cel line
sable transfected with Bcl-2 with the same
efficiency as in Jurkat cdls with norma Bd-2
expresson (unpublished data). Oncogenesis is
often associated with defects in p53 or with high
expression of antigpoptotic genes, such as Bcl-2
family members. As prodigiosin-induced apoptosis
is p53-independent and it is not protected by Bct2,
this could mean an advantage over other
chemotherapeutic drugs (Bunz et d., 1999).

The ducidaion of the mechanisms involved
in the apoptotic action of prodigiosn and its
evduaion as a posshle anticancer drug warrants
further invegtigation.
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Figure legends
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Figure 1. (A) Cell viability in prodigiosintreated cells. The data were obtained from the treat of HGT-1 cell line with 0.5
to 4.0 nM of prodigiosin for 4 h. Cell viability was determined by the MTT assay and is expressed as a percentage with
respect to control cells. The results are from the assay of three independent experiments. (B) Induction of DNA
fragmentation by prodigiosin. HGT-1 cells were untreated (-) or incubated (+) for 12 h. with 2 of prodigiosin. HGT-1

cells were treated with 1nM of staurosporine (Ssp) as a positive control. The fragmented DNA was extracted and
analyzed by agarose gel electrophoresis.

-Prod + Prod, 2h +Prod, 3h

Figure 2. Fluorescence microscopic analysis of HGT-1 nuclei with Hoechst 33342 staining. Nuclear morphology of cells

untreated (contrd) or treated with 3 nM of prodigiosin for 2 and 3 h. Apoptotic nuclei are condensed and smaller (X200,
X200 and X500 respectively).
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Figure 3. Morphology of cells untreated (control) or treated with 3nM of prodigiosin for 1, 2 and 3 h. (A) Actin
immunostaining of untreated cells (control) was observed as an intense and diffuse pattern evenly distributed within the
cell (X200). In treated cells the actin immunostaining was confined around the nucleus, and 3h after treatment vesicles
were observed within the cytoplasm showing intense actin immunostaining. (X160, X160 and X160 respectively).(B)
Confluent cells of untreated cells (control) showed a morphological changes after prodigiosin treatment; the cytoplasm
had almost disappeared and the cells were smaller and rounded. After 3 h in culture, the cells had completely detached
from plates and the plasma membrane was ruffled. (X60, X130, X130 and X130 respectively).
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Abstract

Prodigiosin (PG) is a red pigment produced by Serratia marcescens with immunosuppressive activity. We had recently shown that PG-
induced apoptosis in several cancer cell lines including Jurkat-T cells, while acting rapidly, potently and with no marked toxicity in non-
malignant cells. Here we examine the role of protein kinase C (PKC) in the regulation of apoptosis triggered by PG. We evaluated the use
of phorbol-myristate acetate (PMA) in the inhibition of apoptosis induced by PG in Jurkat-T cells by using FACS analysis of the
phosphatidylserine externalisation, Hoechst 33342 staining and fragmentation pattern of DNA as well as proteolysis of poly-(ADP) ribose
polymerase (PARP). The anti-apoptotic effect of PMA was accompanied by phosphorylation of extracellular signal-regulated kinase 1/2
(ERK1/2). Pretreatment of cells with MEK inhibitor PD98059 inhibited PMA-induced phosphorylation of ERK1/2 and the cytoprotective
ability of PMA. These results suggest that activation of PKC in Jurkat-T cells confer protection against apoptosis induced by PG and that

ERK1/2 mediate anti-apoptotic PKC signaling. © 2002 Elsevier Science Inc. All rights reserved.

Keywords: Apoptosis; Cancer; Chemotherapy; Protein kinase C; Phorbol ester; Prodigiosin

1. Introduction

Apoptosis, also known as programmed cell death, is
responsible for the removal of cells from healthy tissue
during development and tissue homeostasis [1,2]. Apop-
tosis malfunctions can have health implications, as in
cancer. Radiation and chemotherapy have been shown to
cause cell death by apoptosis [3,4].

Several bacterial pathogens have been identified as
mediators of apoptosis [5]. A family of natural red pig-
ments called PG, which are synthesized from different
bacteria characterized by a common pyrrolylpyrromethane
skeleton have been seen to possess interesting immuno-
suppressive properties [6—9] and apoptotic effects in cancer
cell lines [10-17].

“ Corresponding author. Tel.: +34-93-4024288; fax: +34-93-4024213.

E-mail address: rperez@bell.ub.es (R. Pérez-Tomas).

Abbreviations: cPrG-HCI, cycloprodigiosin hydrochloride; ERK, ex-
tracellular signal-regulated kinase; FCS, fetal calf serum; MTT, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; PARP, poly-
(ADP) ribose polymerase; 4a-PDD, 4a-phorbol-12,13-didecanoate; PG,
prodigiosin; PI, propidium iodide; PKC, protein kinase C; PMA, phorbol-
myristate acetate; UP, uncedylprodigiosin.

PKC is a well known serine/threonine protein kinases,
consisting of three groups, cPKC (a, B, B, and y), nPKC (3,
g, n and 0) and aPKC (g, 1 and L), and it is involved in many
cellular functions, such as proliferation and differentiation.
PKC also participates in the regulation of apoptosis induced
by many stimuli, such as tumor necrosis factor o (TNFa),
ionising irradiation and anti-tumor drugs [18-20]. However,
the regulatory effect of PKC on apoptosis is still contro-
versial. Several reports demonstrate that activators of PKC
such as the tumor-promoter PMA inhibit apoptosis [20-24],
whereas others have shown that pharmacological inhibition
of PKC activity inhibits apoptosis [25-28]. As with other
molecules, the role of PKC depends on the cell type, the
state of activation of the cell, the phase of the cell cycle and
the nature of the agent being used. Further studies demon-
strated that ERK1/2 mediates the anti-apoptotic signaling of
PKC [29-31].

In this study, we investigated the role of ERK signaling
in the regulation of apoptosis induced by PG in Jurkat-T
cells. Cells treated with PG underwent phosphatidylserine
translocation to the external leaflet of the cell membrane
and DNA fragmentation characteristic of apoptosis. PMA,
a phorbol ester that stimulates PKC activity, was protective

0006-2952/02/$ — see front matter © 2002 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
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against PG-induced apoptosis and this apoptotic effect was
reversible when PMA was used in conjunction with the
MEK inhibitor, PD98059. Therefore, we conclude that the
anti-apoptotic effects of PMA in Jurkat cells are mediated
in part through ERK activation.

2. Materials and methods
2.1. Chemical and reagents

PG was isolated and stored at —80° as described [15].
PMA and 4a-phorbol-12,13-didecanoate (40-PDD) were
purchased from Sigma (St Louis, MO, USA), and
PD98059 was obtained from Alexis (Alexis Biochemicals,
San Diego, USA).

2.2. Cells and cell culture

Human T cell acute leukemia cells (Jurkat clone E6-1)
from ATCC (VA, USA) were maintained in RPMI-1640
medium (Biological Industries, Beit Haemek, Israel), sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin (all from GIBCO
BRL, Paisley, UK), and 2 mM L-glutamine (Sigma), and
grown at 37° in 5% COs,.

2.3. Detection of apoptosis by flow cytometric analysis

Jurkat cells were exposed to 55 and 275 nM PG in the
absence or presence of PMA (50 nM) for 4 hr. PMA was
added 30 min before PG administration. Exposure of
phosphatidylserine was quantified by surface annexin V-
FITC (Bender MedSystems, Boehringer Mannheim, Man-
nheim, Germany) staining as described previously [15].
Briefly, cultured cells (5 x 103 cells/mL) were washed in
PBS and resuspended in 200 pL binding buffer (BB),
containing 10 mM Hepes/NaOH pH 7.4, 140 mM NacCl
and 2.5 mM CaCl,, plus 0.6 pL of annexin V-FITC Kit and
incubated for 30 min at room temperature (RT) in the dark.
After incubation, we added 200 pL BB and propidium
iodide (PI) to a final concentration of 5 pg/mL. Cells were
analyzed using a Becton Dickinson FACS Calibur flow
cytometer (Mountain View, CA). Samples were acquired
and analyzed using Cell Quest software and data were
analyzed with the Paint-a-gate Pro software (Becton Dick-
inson).

2.4. Detection of apoptosis by DNA fragmentation

Jurkat cells (5 x 107 cells/mL) were exposed to 200 nM
PG in the absence or presence of PMA (50 nM) and/or
PD98059 (100 nM) for 4 hr. PMA and/or PD98059 were
added 30 min before PG administration. Briefly, cells were
incubated in ice-cold lysis buffer (10 mM Tris—HCI1 pH 7.4,
1 mM EDTA, 0.2% Triton X-100) for 15 min at 4°. Then,

cell lysates were centrifuged at 14,000 g for 15 min and the
supernatants were treated with 0.2 mg/mL of proteinase K
in a buffer containing 150 mM NaCl, 10 mM Tris—HCI pH
8.0, 40 mM EDTA and 1% SDS, for 4 hr at 37°. The DNA
preparations were phenol/chloroform extracted and DNA
was precipitated. DNA pellets were resuspended in TE
(10 mM Tris—HCI pH 8.0, 1 mM EDTA) and treated with
DNase-free RNase (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Germany) for 1 hr at 37°. Finally, samples were electro-
phoresed in a horizontal 1% agarose gel containing ethi-
dium bromide and visualized under UV illumination [15].

2.5. Electrophoresis and Western blot analysis

For detection of ERK1/2, the phosphorylation of ERK1/
2 and the PARP cleavage by Western blot, cells were
exposed to 200 nM of PG in the absence or presence of
PMA (50 nM) and/or PD98059 (100 nM) for 3 hr. PMA
and/or PD98059 were added 30 min before PG adminis-
tration. Cells were washed in PBS and lysed with Laemmli
sample buffer [32] and 50 pg protein extracts were elec-
trophoresed on 12% polyacrylamide gel and transferred to
Immobilon-P (Millipore, MA, USA) membrane. Blots
were blocked in 5% dry milk diluted in TBS-T (50 mM
Tris—HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20) for 1 hr
and then incubated overnight with mouse monoclonal
antibody (mm) or rabbit polyclonal antibody (rp) anti-
serum according to the manufacturer’s instructions: anti-
phospho-ERK1/2 (New England BioLabs Inc., E10-9106,
mm, diluted 1:1000), anti-ERK1 (Santa Cruz Biotechnol-
ogies (SCB), CA, USA, K23 sc-94-G, rp, diluted 1:200),
anti-ERK2 (SCB, C14 sc-154-G, rp, diluted 1:200), and
anti-PARP (Boehringer Mannheim, ref. 1-835-238, rp,
diluted 1:1000). Secondary antibodies conjugated to
HRP were goat anti-rabbit IgG (BioRad, UK, ref. 170-
6515) or goat anti-mouse (BioRad, ref. 170-6516), diluted
1:1000 in 5% dry milk-TBS-T for 1 hr at RT. Between each
incubation, blots were washed 3 X 5 min in 5% dry milk-
TBS-T. After washing blots in TBS-T 3 x 5 min, perox-
idase was then developed by incubating the membrane with
2.25 mM luminol (Sigma) and 0.45 mM p-iodophenol
(Fluka, Buchs, Switzerland) in 50 mM Tris—HCI pH 9.0
plus 0.03% H,O, for 1 min at RT and enhanced chemilu-
minescence in an autoradiography film.

2.6. Hoechst staining

Cell morphology was evaluated by fluorescence micro-
scopy following Hoechst 33342 DNA staining. Jurkat cells
(5 x 10° cells/mL) were exposed to 200 nM PG in the
absence or presence of PMA (50 nM) and/or PD98059
(100 nM), or in presence of 4o-PDD (50 nM) for 4 hr.
PMA, 4a-PDD and PD98059 were added 30 min before
PG administration. Cells were then washed in PBS and
incubated with Hoechst 33342 (2 pg/mL) for 30 min at 37°
in the dark. Finally, cells were washed again and the
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Fig. 1. Involvement of PKC in the regulation of apoptosis induced by PG. A representative annexin-V/IP assay of three independent experiments with Jurkat
is shown. Cells staining was analyzed using the Becton Dickinson FACS Calibur flow cytometer as described in Section 2. (A) Control cells. (B, C) Cells
were incubated with 55 and 275 nM PG, respectively. (D) Cells were incubated with 50 nM PMA. (E, F) Cells were incubated with 55 and 275 nM PG,
respectively in the presence of 50 nM PMA. Cells (5 x 10° cells/mL) were exposed to 55 and 275 nM PG in the absence or presence of PMA (50 nM) for
4 hr. PMA was added 30 min before PG administration. Exposure of phosphatidylserine was quantified by surface annexin V-FITC staining.

sections were examined with a Leitz Diaplan microscope
and photographed with a Wild MPS 45 Photoautomat
system.

3. Results

It has been reported that the alteration of the PKC
activity is associated with modulation of apoptosis induced
by a variety of stimuli [30,33]. We were interested in
determining whether PKC is involved in the regulation
of apoptosis induced by PG.

Preliminary experiments determined that the 1csy was
225 nM of PG that induced apoptosis in Jurkat cells [15].
‘We incubated Jurkat cells with 0, 55 and 275 nM of PG for
4 hr. The mean values of the early apoptotic populations
(IP”/annexin V7 cells) were 3 + 1, 28 4+ 4 and 64 + 2%,
respectively (Fig. 1). Afterward, in order to demonstrate
the effect of PKC on PG-induced apoptosis, we first
examined the effect of PMA, a potent PKC activator.
When cells were incubated with 0, 55 and 275 nM of
PG in the presence of 50 nM of PMA, the mean values of
the early apoptotic population were 2+ 1, 3 +0.4 and
6 + 2%, respectively (Fig. 1). These results show that PMA
inhibits the apoptotic action of PG.

Since PMA activates PKC and stimulates the Raf/MEK/
ERK signal transduction pathway, we postulated that this
pathway contributes to PMA ability to inhibit PG-induced
apoptosis. Fig. 2 shows that cells treated for 4 hr with
200 nM of PG produced internucleosomal DNA fragments

or “ladders” (Fig. 2A, lane 3), whereas cells treated for
30 min with 50 nM PMA did not (Fig. 2A, lane 4).

Since the activation of ERK has been reported to play an
anti-apoptotic role in several systems [29,30,33], we won-
dered whether the anti-apoptotic action conferred by PMA
was due to the activation of ERK pathway. To test this
possibility we investigated the effect of the specific MEK
inhibitor, PD98059. This inhibitor did not induce inter-
nucleosomal DNA fragmentation when used alone
(Fig. 2A, lane 6). As seen in lane 4 of Fig. 2A, PMA
inhibited the appearance of PG-induced DNA fragmenta-
tion whereas this inhibition was reversed in cells that were
pretreated with PD98059 (Fig. 2A, lane 7).

To investigate the signaling mechanisms responsible for
PD98059’s effects on apoptosis we used Jurkat cells
untreated or treated with PG in presence or absence of
PMA. While control cells showed an imperceptible base-
line ERK1/2 phosphorylation (Fig. 2B, lane 1) pretreat-
ment of cells with PMA-induced the phosphorylation of
ERK1/2 (Fig. 2B, lane 2). This phosphorylation was
abolished by MEK inhibitor PD98059 (Fig. 2B, lane 7),
and partially abolished by PG (Fig. 2B, lane 4). These
results indicate that activation of ERK1/2 is required for
mediating the anti-apoptotic effect of PKC.

We corroborated these results with the PARP cleavage
analysis on protein extracts by Western blot as an early
specific marker of caspase activity. Jurkat cells were
incubated with the dose of PG indicated above, which
produced a cytotoxic effect, and with PMA and PD98059
alone or in combination. The result of this experiment was
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Fig. 2. Activation of PKC by PMA protects cells from PG-induced apoptosis. PD98059 inhibits PMA mediated ERK1/2 phosphorylation and abrogates the
anti-apoptotic effect of PMA. (A) DNA fragmentation induced by PG was observed in the agarose gel electrophoresis. For this assay, 5 x 10° cells/mL were
untreated, or treated with 200 nM of PG in the absence or presence of PMA (50 nM) and/or PD98059 (100 nM) for 4 hr. PMA and/or PD98059 were added
30 min before PG administration. (B) Phosphorylation of ERK1/2 or ERK1/2 was analyzed by Western blotting. Equal amounts of whole cell lysates (50 pg)
were electrophoresed. (C) Effect of PG on PARP cleavage. The positions of native PARP (116 kDa) and the proteolytic fragment (85 kDa) are indicated. In
(B) and (C), cells (1 x 10° cells/mL) were untreated, or treated with 200 nM of PG in the absence or presence of PMA (50 nM) and/or PD98059 (100 nM) for
3 hr. PMA and/or PD98059 were added 30 min before PG administration. Results are representative of three independent experiments.

that only cells treated with PG showed the PARP cleavage
(Fig. 2C). Furthermore, we confirmed these results at
microscopic level using Hoechst 33342 staining. In con-
trast to untreated cells, the apoptotic nuclei of Jurkat cells
gave stronger blue fluorescence and were condensed and
fragmented showing the typical apoptotic bodies (Fig. 3).
However, when the cells were preincubated with PMA
prior to the incubation with PG we did not observe any
morphological changes indicative of apoptosis. In order to
verify PKC involvement, prior to the incubation with PG

we treated Jurkat cells with 40-PDD, a phorbol ester
derivative which does not activate PKC. The data in
Fig. 3 show the typical apoptotic bodies in these cells.

4. Discussion

PG is produced by S. marcescens following a bifurcated
biosynthesis pathway, in which mono- and bipyrrole pre-
cursors are obtained separately and then coupled to form
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Fig. 3. Involvement of PKC in the regulation of apoptosis induced by PG. Fluorescence microscopic analysis of Jurkat nuclei with Hoechst 33342 staining.
Cells (5 x 10° cells/mL) were untreated (control), treated with 200 nM of PG (PG) for 4 hr, treated with 200 nM of PG in the presence of PMA (50 nM)
PG + PMA), treated with 200 nM of PG in the presence of 4a-PDD (50 nM) (PG + 4a-PDD), treated with 200 nM of PG in the presence of PD98059
(100 nM) (PG + PD98059) or treated with 200 nM of PG in the presence of PMA (50 nM) and PD98059 (100 nM) (PG + PMA + PD98059). PG-treated
cells showed apoptotic signs with chromatin condensation and nuclei fragmentation. The inactive phorbol ester 40-PDD had no effect in PG treated cells. The
specific MEK inhibitor PD98059 inhibited the anti-apoptotic effect of PMA in PG treated cells. These results were reproduced three times.

the linear tripyrrole red pigment [34] during the stationary
phase of bacterial growth [35]. Recently, screening for
anticancer agents in vitro in our laboratory led to the
discovery that PG triggered apoptosis in different cancer
cell lines, while acting rapidly, potently and with no
marked toxicity in non-malignant cell lines [15-17]. In
this study, we have shown that activation of PKC by PMA
suppresses PG-induced apoptosis in Jurkat and that the
cytoprotective ability of PMA is associated with activation
of ERK1/2.

The cytosolic pH in transformed or cancerous cells is
generally regulated at neutral or even slightly more alka-
line levels than normal cells [36] by a variety of pHi
homeostatic machinery, including Na*/H" exchanger,
Na'-dependent and -independent C1 /HCO;~ exchangers,
V-ATPase, and others [37]. Moreover, Matsuyama et al.
[38] hypothesized that changes in intramitochondrial and
cytosolic pH may be the early events that modulate caspase
activation during apoptosis. Therapeutic strategies exploit-
ing the membrane proton gradient mentioned above have
been proposed for specific tumor cell death [39,40]. Recent
studies support the hypothesis that PG promote H"/Cl~
symport and induce neutralization of the acidic compart-
ment of cells which in turn results in acidification of the
cytoplasm and thus cell cycle arrest and eventually apop-
tosis [11,13,41,42]. This apoptosis triggering action by PG
family members may explain why apoptosis can be inhib-
ited by pretreatment of Jurkat cells with PMA, which
prevents intracellular acidification through PKC-induced
activation of the Na*/H™ antiport [39]. Moreover, incuba-
tion of cells with imidazol, a cell permeable base, before
apoptotic exposure to cycloprodigiosin hydrochloride

(cPrG-HCl) prevents intracellular acidification and sup-
presses apoptosis [13].

Our results presented here demonstrate that PMA inhi-
bits PG-induced apoptosis in Jurkat cells through an ERK-
dependent pathway. However, though cPrG-HCI sup-
presses Jurkat proliferation as a result of apoptotic cell
death, when the cells were stimulated by PMA the per-
centage of dead cells increased [10]. Given these contra-
dictory results it is tempting to speculate that the
differences in the chemical structures of PG and cPrG-HCI
are responsible for these different effects in these cells and
thus the results shown by Kawauchi er al. [10] with
cPrG-HCI plus PMA require further investigation.

It has been proposed that activation of the ERK pathway
prevents apoptosis and promotes cellular survival [29,31].
This hypothesis has been supported by the results presented
here, which demonstrate that PMA inhibits the PG-induced
apoptosis in Jurkat cells through an ERK-dependent path-
way. Furthermore, the expression of p21 selectively inhibits
the stress-activated protein kinases (SAPK) group of MAP
kinases activated in response to a variety of cellular stresses,
including DNA damage. Interestingly, p21 does not inhibit
the ERK group of MAP kinases involved in proliferation,
differentiation, etc. Jurkat cell activation by PMA was
accompanied by the induction of p21. This induction
was almost completely abolished by PG (data not shown).
Taking these results together, we considered the possibility
that PMA not only activates ERK1/2 but may also induce
p21, and that p21, by inhibiting SAPK, may participate in
promoting cell survival.

In conclusion, the studies presented here illustrate the
importance of MAP kinase signaling cascades in the
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differential response to mitogens and apoptotic inducers.
Specifically, ERK activity confers protection from apop-
tosis in the presence of an apoptotic inducer. This was
evidenced by the fact that the anti-apoptotic effects of
PMA were abrogated by inhibiting PKC or MEKI1, two
enzymes necessary for PMA-induced ERK activation.
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Abstract

Prodigiosin (PG) is a red pigment produced by Serratia marcescens, with cytotoxic and immunosuppressive activity.
It induces apoptosis in several cancer cell lines, including Jurkat-T cells. Here we examine the role of two
stress-stimulated kinase cascades in this induction. Time course experiments using polyclonal antibodies showed that
p38-MAPK phosphorylation began at 15 min and lasted for 3 h, whereas JNK was not phosphorylated, although
both proteins were present. SB203580, a selective inhibitor of p38-MAPK, blocked its phosphorylation in PG-treated
cells. Taken together, these data suggest that the PG induces phosphorylation of p38-MAPK but not of SAPK/JINK
and that it increases the expression of both c-jun and c-fos oncoproteins. © 2001 Published by Elsevier Science

Ireland Ltd.

Keywords: Cancer; c-jun; c-fos; Chemotherapy; JNK; MAP kinases; p38; Prodigiosin

1. Introduction

Apoptosis, also known as programmed cell
death, is responsible for the removal of cells from
healthy tissue during development, tissue
homeostasis and protection against pathogens
(Raff, 1992; Vaux et al., 1994). Apoptosis mal-
functions can have health implications, as in can-

Abbreviations: cPrG-HCI, cycloprodigiosin hydrochloride;
EPK, extracellular response kinases; JNK, c-jun aminotermi-
nal kinases; MAPK, mitogen-activated protein kinase; PMA,
phorbol-myristate acetate; PG, prodigiosin.

* Corresponding author. Tel.: + 34-93-4024288; fax: + 34-
93-4024213/9082.

E-mail address: rperez@bell.ub.es (R. Pérez-Tomas).

cer. Radiation and chemotherapy cause apoptosis
(Inada et al., 1997; Cameron and Feuer, 2000).
Numerous, unrelated microbial pathogens en-
gage or circumvent the host’s apoptotic pro-
gramme. Apoptosis is considered within the
broader contexts of pathogenesis virulence, and
host defence (Moss et al.,, 1999). A family of
natural red pigments called prodigiosins, which
are synthesised from various bacteria character-
ised by a common pyrrolyl pyrromethane skele-
ton, have immunosuppressive properties (Tsuji et
al.,, 1992; Songia et al., 1997; Han et al., 1998;
Mortellaro et al., 1999) and apoptotic effects in
cancer cell lines (Kawauchi et al., 1997; Azuma et
al., 2000; Yamamoto et al., 1999, 2000a; Lee et
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al., 2000; Melo et al.,, 2000; Montaner et al.,
2000; Montaner and Pérez-Tomas, 2001; Diaz-
Ruiz et al., 2001). The National Cancer Institute
(Bethesda) found an average ICy, of 2.1 uM for
prodigiosin (PG) against a panel of 57 different
human-cancer cells (Melvin et al., 2000).

A comparison of the in vitro cytotoxic prop-
erties of PG (2-methyl-3-pentyl-6-methoxyprodi-
giosene), prodigiosene and 2-methyl-3-pentylpro-
digiosene reveals exceptional cytotoxic potency
for PG, which may be attributed to the presence
of the PG C-6 methoxy substituent (Boger and
Patel, 1988). The A-pyrrole ring plays a key role
in both the copper nuclease activities and cyto-
toxic potency for the prodigiosins (Melvin et al.,
2000).

Considerable attention is focused on the role
of signal transduction pathways in the regula-
tion of cell survival, particularly those related to
three parallel MAPK modules. Of these, ERKs
are activated by growth factor stimulation,
whereas the JNK and p38-MAP kinase (p38-
MAPK) are activated by various forms of envi-
ronmental stress (Xia et al.,, 1995). Sustained
overstimulation of the SAPK/INK or p38-
MAPK pathways, or both, induce apoptosis
(Xia et al., 1995; Faris et al., 1998; Frasch et
al., 1998; Rincén et al., 2000). Given that PMA
inhibits the PG-induced apoptosis in Jurkat cells
through an ERK-dependent pathway (Montaner
and Pérez-Tomas, 2002), we examined the possi-
bility that PG triggers phosphorylation of JNK
and/or p38-MAPK.

In several models, apoptosis requires intact
transcriptional activity, it may be signalled by
the induction of genes coding for transcriptional
factors, such as c¢-fos and c-jun protooncogenes.
Thus we examined the hypothesis that PG in-
creases the expression of c-fos and c-jun.

2. Materials and methods
2.1. Chemical and reagents
Meat peptone was purchased from Difco (De-

troit, MI, USA). Glycerol was from Merck
(Darmstadt, Germany). SB203580 was from Cal-

biochem (Ref. # 559398). Deionised water fur-
ther purified with a Millipore Milli-Q system
(Bedford, MA) was used.

2.2. Cell lines and culture conditions

Acute human T cell leukaemia cells (Jurkat
clone E6-1) were obtained from the American
Type Culture Collection (Rockville, MD). Cells
were cultured in RPMI 1640 medium (Biological
Industries, Beit Haemek, Israel) and supple-
mented with 10% of heat-inactivated FBS, 100
U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, and 2
mM L-glutamine (all from GIBCO BRL, Pais-
ley, UK), at 37 °C, 5% CO, in air.

2.3. Bacteria strain and culture conditions

S. marcescens 2170 environmental isolate is a
wild-type strain that produces the pigment PG.
S. marcescens 2170 was cultivated in peptone
glycerol medium, containing 1% meat peptone
and 10% glycerol in distilled water, for 48 h at
30 °C with vigorous shaking. Bacteria were then
harvested by centrifugation at 6800 x g for 15
min at 4 °C. PG was extracted by shaking the
pellet in acidic methanol (methanol-1 N HCI
(24:1)) and centrifuged at 2000 x g for 5 min at
room temperature.

2.4. Isolation and purification of PG

PG was purified as described previously
(Montaner et al., 2000). Briefly, after evapora-
tion of the acidic methanol solvent under vac-
uum, atmospheric pressure liquid chromato-
graphy of the extract was performed on silica
gel with chloroform and methanol as solvents.
The isolated pigment was re-dissolved in
methanol and analysed by electrospray ionisa-
tion mass spectrometry (ESI-MS) using a VG-
Quattro triple mass spectrometer (Micromass,
VG-Biotech, UK) and was re-purified by subse-
quent semi-preparative HPLC on a Shimadzu
instrument (Kyoto, Japan). A Nucleosil C,g re-
versed-phase column (250 x 4 mm, 10 pm) was
used with a 0-100% linear gradient in 30 min
(A: 10 mM ammonium acetate, pH 7.0, B:
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100% acetonitrile). The elution was monitored
both wusing diode-array UV detector (SPD-
MI10AVP Shimadzu) and by ESI-MS. The frac-
tions containing the major peak were vacuum
evaporated, re-dissolved in H,O, lyophilised and
characterised by ESI-MS and 'H-NMR. ESI-MS:
mjz 3244 (M+H)". 'H-NMR (CD,0D, 500
MHz, ppm): 10.71 (m, NH), 8.54 (m, NH), 7.08 (s,
1H), 6.95 (s, 1H), 6.88 (m, 1H), 6.83 (m, 1H), 6.30
(m, 1H), 6.25 (s, 1H), 3.96 (s, 3H), 2.43 (t, 2H), 1.58
(s, 3H), 1.2-1.4 (m, 6H), 0.91 (t, 3H).

PG was measured using the difference in absorp-
tion of the concentrated supernatant at 534 and
655 nm. A difference in absorbency of 1.0 between
the two wavelengths is equivalent to 19.3 png of PG
per ml (Goldschmidt and Williams, 1968).

2.5. Electrophoresis and Western blot analysis

Active JNK was studied in total cell extracts by
Western blot using an anti-phospho-SAPK/JNK
(Thr183/Tyr185) antibody from New England Bio-
labs (Ref. # 9251S Beverly, MA, diluted 1:1000),
and total JNK with the anti-JINK antibody from
Santa Cruz (Ref. # sc-474 Santa Cruz, CA, diluted
1:200). Similarly, active p38-MAPK was studied
using an anti-phospho-p38MAPK  (Thr180/
Tyr182) antibody from New England Biolabs
(Ref. # 92118, diluted 1:1000) and total p38-
MAPK with an anti-p38-MAPK antibody from
Santa Cruz (Ref. # sc-535, diluted 1:200). Further-
more, antibodies that recognised c-jun from Cal-
biochem (Ref. # pc06, diluted 1:500) and c-fos
from Santa Cruz (Ref. # sc-52, diluted 1:200) were
also used in this study. Cells were untreated or
treated with 200 and 400 nM of PG in the absence
or presence of SB203580 (5 uM). SB203580 was
added 1 h before PG administration. Cells were
washed in PBS and harvested with the lysis buffer
(20 mM Tris—HCI pH 7.5, 150 mM NacCl, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 2.5 mM
sodium pyrophosphate, 1 mM [-glycerophos-
phate, | mM Na,;VO,, 1 mM PMSF, 1 pg/ml
leupeptin and 1 pg/ml aprotinin) and 50 pg protein
extracts were electrophoresed on 12% polyacry-
lamide gels and transferred to Immobilon-P (Mil-
lipore, MA, USA) membranes. Blots were blocked
in 5% dry milk diluted in TBS-T (50 mM Tris—HCI

pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20), for 1 h
and then incubated overnight with the primary
antibodies mentioned above according to the man-
ufacturer’s instructions. Secondary antibodies con-
jugated to HRP were goat anti-rabbit IgG (Ref. #
170-6515, BioRad, UK, diluted 1:1000) in 5%
dry-milk-TBS-T, for 1 h at RT. Between each
incubation, blots were washed 3 x 5 min in 5% dry
milk-TBS-T. After washing blots in TBS-T 3 x 5
min, peroxidase was then developed by incubating
the membrane with 2.25 mM Iluminol (Sigma
Chemicals Co.) and 045 mM p-iodophenol
(Fluka, Buchs, Switzerland) in 50 mM Tris—HCI
pH 9.0 plus 0.03% H,O, for 1 min at RT and
enhanced chemiluminescence on an autoradiogra-
phy film.

3. Results

We had found in preliminary experiments that
the IC5, of PG was 225 nM in Jurkat-T cells
(Montaner et al., 2000). We also found that activa-
tion of PKC in Jurkat-T cells confers protection
against apoptosis induced by PG and that ERK1/2
mediates antiapoptotic PKC signalling (Montaner
and Pérez-Tomas, 2002). We were interested in
determining whether PG triggers phosphorylation
of JNK and/or p38-MAPK and may promote the
process leading to apoptosis. The analysis was at
the protein level by Western blot. Total cell ex-
tracts from an equivalent number of cells were
loaded in each lane. That similar amounts of
protein were loaded per lane was verified by Pon-
ceau red staining of the unused part of the blot
(data not shown).

Time course experiments using polyclonal anti-
body against phosphorylated-p38-MAPK on
threonine 180 and tyrosine 182 form showed that
p38-MAPK phosphorylation began at 15 min and
lasted for 3 h (Fig. 1a). JNK phosphorylation was
not detected with polyclonal antibody against
phospho-SAPK/JNK on threonine 183 and ty-
rosine 185 (data not shown). Next, we studied
whether the p38-MAPK activation by PG was
blocked by pre-treatment of the cells with the
pyridinyl imidazole SB203850, which selectively
inhibits p38-MAPK activity by competitive inhibi-
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Fig. 1. PG induced p38 MAPK phosphorylation. (A) Time
course analysis of p38 MAPK phosphorylation was performed
immunochemically using an antibody directed against the
phosphorylated regulatory domain of p38 MAPK (phospho-
38). Jurkat cells were treated with 200 or 400 nM PG and
lysed at the indicated time points. (B) Pre-incubation with
SB203580 completely suppresses this induction to levels com-
parable to non-stimulated control cells. The amount of total
p38 MAPK was not affected by SB203580 or PG. Cells
pretreated or non-pretreated with SB203580 as indicated were
exposed to PG (200 or 400 nM) for 15 min, or maintained
untreated or treated with SB203580 alone. Immunoblot analy-
ses of total proteins of p38 MAPK were performed using
phospho-specific p38 MAPK antibody (phospho-38) or total
p38 MAPK antibody (p38). Results are representative of three
independent experiments.

tion at the ATP binding site (Young et al., 1997).
The p38-MAPK phosphorylation induced by PG
was almost totally reverted (Fig. 1b).

The dually phosphorylated isoforms of JNK
were detected only in cells treated with PMA +
ionomycin (Fig. 2), although both proteins were
present (Figs. 1b and 2).

PG produced a dose-dependent increase in c-
jun and c-fos proteins expression in Jurkat T cells
(Fig. 3).

Prodigiosin 0 nM  200nM  400nM

PMA + ionomycin __ - = 4

&= p}05pho-JNK

e - NK

Fig. 2. PG did not induce JNK phosphorylation. Jurkat cells
were treated with PG (200 or 400 nM) or TPA + ionomycin as
positive control. Immunoblot analysis of total proteins of
JNKs was immunodetected with phospho-specific (phospho-
JNK) or total JNKs antibodies (JNK). The amount of total
JNK was not affected by PG. These results were reproduced
three times.

Prodigiosin 0 oM 50nM  100aM  200nM

|A - - -—‘|C-Jun

| -.|c-Fos

Fig. 3. PG induces c-jun and c-fos expression. Jurkat cells were
untreated or treated for 3 h with 50, 100 and 200 nM PG,
respectively. Cell lysates were subjected to SDS-PAGE analy-
sis and blotted with antibodies to c-jun or c-fos (representative
of three independent experiments).

4. Discussion

PG is produced by S. marcescens and it triggers
apoptosis in cancer cell lines, with no marked
toxicity in non-malignant cell lines (Montaner et
al., 2000; Montaner and Pérez-Tomas, 2001;
Diaz-Ruiz et al., 2001). Here we show that PG
induces phosphorylation of p38 but not of JINK
MAP kinase and increases the expression of both
c-jun and c-fos oncoproteins.

Most cancer chemotherapeutic agents induce
apoptosis. However, the signal transduction
mechanisms that regulate apoptosis are not
defined, although the MAPK family of proline-di-
rected serine/threonine kinases has been impli-
cated. Three MAPK family members have been
characterised so far. Although the ERK, JNK
and p38 MAP kinases are related structurally and
are activated by similar kinase cascades, they
respond to different extracellular stimuli (Davis,
1994). The ERKSs are activated by growth factors.
The phorbol ester PMA inhibits PG-induced
apoptosis in Jurkat cells through an ERK-depen-
dent pathway (Montaner and Pérez-Tomas,
2002). Prodigiosins promote H*/Cl~ symport
and induce neutralisation of the acidic compart-
ment of cells, which leads to acidification of the
cytoplasm, cell cycle arrest and apoptosis (Sato et
al., 1998; Yamamoto et al., 1999, 2000a,b; Pérez-
Tomas and Montaner, 2002). This apoptosis trig-
gering action by prodigiosin family members may
explain why apoptosis can be inhibited by pre-
treatment of Jurkat cells with PMA, which pre-
vents intracellular  acidification  through
PKC-induced activation of the Na*/H™* antiport
(Bortner and Cidlowski 1998).
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In parallel to the above mentioned cascade at
least two other stress-stimulated cascades, the p38
and the JNK cascade, exist in mammalian cells
(Goedert et al.,, 1997) and are associated with
increased apoptosis. To date there is no evidence
whether PG activates the JNK or p38 kinases
pathway or both, or whether these pathways con-
tribute to its apoptotic action. However, Ya-
mamoto et al. (2000b) demonstrate that
cycloprodigiosin hydrochloride (cPrG-HCI) acti-
vate SAPK/JNK and caspase-3, leading to apop-
tosis. In contrast, we did not detect SAPK/JNK
phosphorylation using an anti-phospho-SAPK/
JNK (Thr183/Tyr185) antibody from New Eng-
land Biolabs that detected JNK phosphorylation
in PMA + ionomycin treated cells (included in
this study as a positive control). However, struc-
tural or methodological differences may account
for these discrepancies. The p38 cascade is stimu-
lated by heat shock, hyper- and hypoosmolarity,
UV-light pro-inflammatory cytokines and chemi-
cal stress (Rolli-Derkinderen and Gaestel, 2000).
p38 regulates the activity of transcription factors
and controls expression of several genes at the
transcriptional or post-transcriptional level. p38
activates different transcription factors. Our find-
ing that the transcription factors c-jun and c-fos,
are up-regulated in PG-treated Jurkat cells is con-
sistent with other studies in which the immediate
early gene(s) c-jun and c-fos were up-regulated by
the p38 cascade (Rolli-Derkinderen and Gaestel,
2000).

These and previous data (Montaner and Pérez-
Tomas, 2002), indicate that cross-talk between
ERKs and p38 kinase signalling determines
apoptosis.

5. Unlinked reference

Lee et al., 1994

Acknowledgements

This work was supported by the grant
SAF2001-3545 from the Ministerio de Ciencia y
Tecnologia and the Maraté de TV3 (Ref. #

001510). The authors thank Dr E. Giralt, Marc
Martinell and Dr M. Vilaseca (Organic Chemistry
Department and Mass Spectrometry Unit, Uni-
versity of Barcelona) for excellent technical assis-
tance in purifying PG; Jordi Capella for the
medical illustration assistance; Constanza Alcaraz
for library assistance; and Robin Rycroft for the
linguistic assistance.

References

Azuma, T., Watanabe, N., Yagisawa, H., Hirata, H., Iwa-
mura, M., Kobayashi, Y., 2000. Induction of apoptosis of
activated murine splenic T cells by cycloprodigiosin hydro-
chloride, a novel immunosuppressant. Immunopharmacol-
ogy 46, 29-37.

Boger, D.L., Patel, M., 1988. Total synthesis of prodigiosin,
prodigiosene, and desmethoxyprodigiosin: Diels—Alder re-
actions of heterocyclic azadienes and development of an
effective palladium(II)-promoted 2,2’-bypyrrole coupling
procedure. J. Org. Chem. 53, 1405-1415.

Bortner, C., Cidlowski, J., 1998. A necessary role for cell
shrinkage in apoptosis. Biochem. Pharmacol. 56, 1549
1559.

Cameron, R., Feuer, G., 2000. Molecular cellular and tissue
reactions of apoptosis and their modulation by drugs. In:
Cameron, R., Feuer, G. (Eds.), Apoptosis and its Modula-
tion by Drugs. Springer, Berlin, pp. 37-57.

Davis, R.J., 1994. MAPKs: new JNK expands the group.
Trends Biochem. Sci. 19, 470—-473.

Diaz-Ruiz, C., Montaner, B., Pérez-Tomas, R., 2001. Prodi-
giosin induces cell death and morphological changes in-
dicative of apoptosis in gastric cancer cell line HGT-1.
Histol. Histopathol. 16, 415-421.

Faris, M., Kokot, N., Latinins, K., Kasibhatla, S., Green, D.,
Koretzky, G., Nel, A., 1998. The c-jun N-terminal kinase
cascade plays a role in stress-induced apoptosis in Jurkat
cells by up-regulating fas ligand expression. J. Immunol.
160, 134-144.

Frasch, S., Nick, J., Fadok, V., Bratton, D., Worthen, G.,
Henson, P., 1998. p38 mitogen-activated protein kinase-de-
pendent and -independent intracellular signal transduction
pathways leading to apoptosis in human neutrophils. J.
Biol. Chem. 273, 8389-8397.

Goedert, M., Cuenda, A., Craxton, M., Jakes, R., Cohen, P.,
1997. Activation of the novel stress-activated protein ki-
nase SAPKS$ by cytokines and cellular stresses is mediated
by SKK3 (MKK®6): comparison of its substrate specificity
with that of other SAP kinases. EMBO J. 16, 3563-3571.

Goldschmidt, M., Williams, R., 1968. Thiamine-induced for-
mation of the monopyrrole moiety of prodigiosin. J. Bacte-
riol. 96, 609-616.

Han, S., Kim, H., Kim, Y., Lee, Ch., Jang, E., Son, K., Kim,
S., Kim, Y., 1998. T-cell specific immunosuppression by



/pscriptc:/sco3/jobsl/ ELSEVI ER/ t x| / week. 48/ Pt x| 4995. 001001 Mon Dec 10 11:43:56 2001 Page
ARTICLE IN PRESS

6 B. Montaner, R. Pérez-Tomds / Toxicology Letters 000 (2001) 000—-000

prodigiosin isolated from Serratia marcescens. Int. J. Im-
munopharmacol. 20, 1-13.

Inada, T., Ichikawa, A., Kubota, T., Ogata, Y., Moosa, A.,
Hoffman, R., 1997. 5-FU-induced apoptosis correlates
with efficacy against human gastric and colon cancer xeno-
grafts in nude mice. Anticancer Res. 17, 1965-1971.

Kawauchi, K., Shibutani, K., Yagisawa, H., Kamata, H.,
Nakatsuji, S., Anzai, H., Yokoyama, Y., Ikegami, Y.,
Moriyama, Y., Hirata, H., 1997. A possible immunosup-
pressant, cycloprodigiosin hydrochloride, obtained from
Pseudoalteromonas denitrificans. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 237, 543-547.

Lee, J.C., Laydon, T., McDonell, P.C., Gallagher, T.F., Ku-
mar, S., Gree, D., McNutly, D., Blumenthal, M.J., Heys,
J.R., Landvatter, S.W., Strickler, J.E., McLaughlin, M.M.,
Siemens, I.R., Fisher, S.M., Livi, G.P., White, J.R.,
Adams, J.L., Young, P.R., 1994. A protein kinase involved
in the regulation of inflammatory cytokine biosynthesis.
Nature 372, 739-746.

Lee, M., Kataoka, T., Honjo, N., Magae, J., Nagai, K., 2000.
In vivo rapid reduction of alloantigen-activated CD8™*
mature cytotoxic T cells by inhibitors of acidification of
intracellular organelles prodigiosin.25C and concanamycin
B. Immunology 99, 243-248.

Melo, P., Duran, N., Haun, M., 2000. Cytotoxicity of prodi-
giosin and benznidazole on V79 cells. Toxicol. Lett. 116,
237-242.

Melvin, M., Tomlinson, J., Saluta, G., Kucera, G., Lindquist,
N., Manderville, R., 2000. Double-strand DNA cleavage
by cooper-prodigiosin. J. Am. Chem. Soc. 122, 6333—6334.

Montaner, B., Pérez-Tomas, R., 2001. Prodigiosin-induced
apoptosis in human colon cancer cells. Life Sci. 68, 2025—
2036.

Montaner, B., Pérez-Tomas, R., 2002. Activation of protein
kinase C is required for protection of cells against apopto-
sis induced by the immunosuppressor prodigiosin.
Biochem. Pharmcol., in press.

Montaner, B., Navarro, S., Piqué, M., Vilaseca, M., Martinell,
M., Giralt, E., Gil, J., Pérez-Tomas, R., 2000. Characteri-
zation of prodigiosin as an apoptotic factor from Serratia
marcescens. Br. J. Pharmacol. 131, 585-593.

Mortellaro, A., Songia, S., Gnocchi, P., Ferrari, M., For-
nasiero, Ch., D’Alessio, R., Isetta, A., Colotta, F., Golay,
J., 1999. New immunosuppressive drug PNU156804 blocks
IL-2-dependent proliferation and NF-kappa B and AP-1
activation. J. Immunol. 162, 7102-7109.

Moss, J.A., Aliprantis, A.O., Zychlinsky, A., 1999. The regula-
tion of apoptosis by microbial pathogens. Int. Rev. Cytol.
187, 203-259.

Pérez-Tomas, R., Montaner, B., 2002. Effects of the immuno-
suppressive drug prodigiosin on cell proliferation and

apoptosis in Jurkat cells. In press.

Raff, M., 1992. Social controls on cell survival and cell death.
Nature 356, 397-400.

Rincon, M., Flavell, R., Davis, R., 2000. The JNK and p38
MAP kinase signalling pathways in T-cell-mediated im-
mune responses. Free Radical Biol. Med. 28, 1328-1337.

Rolli-Derkinderen, M., Gaestel, M., 2000. p38/SAPK2-depen-
dent gene expression in Jurkat T cells. Biol. Chem. 381,
193-198.

Sato, T., Konno, H., Tanaka, Y., Kataoka, T., Nagai, K.,
Wasserman, H., Ohkuma, S., 1998. Prodigiosins as a new
group of H™/CI~ symporters that uncouple proton
translocators. J. Biol. Chem. 273, 21455-21462.

Songia, S., Mortellaro, A., Taverna, S., Fornasiero, C.,
Scheiber, E.A., Erba, E., Colotta, F., Mantovani, A.,
Isetta, A.M., Golay, J., 1997. Characterization of the new
immunosuppressive drug undecylprodigiosin in human
lymphocytes. J. Immunol. 158, 3987-3995.

Tsuji, R., Magae, J., Jamashita, M., Nagai, K., Yamasaki, M.,
1992. Immunomodulating properties of prodigiosin 25-C,
an antibiotic which preferentially suppresses cytotoxic T
cells. J. Antibiot. 45, 1295-1302.

Vaux, D., Haecker, G., Strasser, A., 1994. An evolutionary
perspective on apoptosis. Cell 76, 777-779.

Xia, Z., Dickens, M., Raingeaud, J., Davis, R., Greenberg,
M., 1995. Opposing effects of ERK and JNK-p38 MAP
kinases on apoptosis. Science 270, 1326—1331.

Yamamoto, C., Takemoto, H., Kuno, K., Yamamoto, D.,
Tsubura, A., Kamata, K., Hirata, H., Yamamoto, A.,
Kano, H., Seki, T., Inoue, K., 1999. Cycloprodigiosin
hydrochloride, a new H*/Cl~ symporter, induces apopto-
sis in human and rat hepatocellular cancer cell lines in
vitro and inhibits the growth of hepatocellular carcinoma
xenografts in nude mice. Hepatology 30, 894—902.

Yamamoto, D., Kiyozuka, Y., Uemura, Y., Yamamoto, C.,
Takemoto, H., Hirata, H., Tanaka, K., Hioki, K., Tsub-
ura, A., 2000a. Cycloprodigiosin hydrochloride, a H*/Cl~
symporter, induces apoptosis in human breast cancer cell
lines. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 126, 191-197.

Yamamoto, D., Uemura, Y., Tanaka, K., Nakai, K., Ya-
mamoto, C., Takemoto, H., Kamata, K., Hirata, H.,
Hioki, K., 2000b. Cycloprodigiosin hydrochloride, H*/
Cl~ symporter, induces apoptosis and differentiation in
HL-60 cells. Int. J. Cancer 88, 121-128.

Young, P.R., McLaughlin, M.M., Kumar, S., Kassis, S.,
Doyle, M.L., McNulty, D., Gallagher, T.F., Fisher, S.,
McDonnell, P.C., Carr, S.A., Huddleston, M.J., Seibel, G.,
Porter, T.G., Livi, G.P., Adams, J.L., Lee, J.C., 1997.
Pyridinyl imidazole inhibitors of p38 mitogen-activated
protein kinase bind in the ATP site. J. Biol. Chem. 272,
12116-12121.



E-mail de aceptacion dd articulo titulado “ The prodigiosins: anew family of anticancer drugs”.

Daalliur..  Tue, 02 Oct 2001 10:58:10 -0500

De "John K. Buolamwini* <jbuolamwini @utmem.edu>
Assumpte  RE: Review to Current Cancer Drug Targets
A Bestriz Montaner <RPT -CCBRG@bdl.ub.es>

Dear Dr. Montaner,

Thanks for accepting our invitation to contribute a review for consideration for publication in

Current Cancer Drug Targets. | have received your faxed abstract aswell. The subject is
appropriate. Please go ahead and submit the full review.

Best regards,

John

John K. Buolamwini, Ph.D.

Editor-in-Chief

Current Cancer Drug Targets

Department of Pharmaceutica Sciences
College of Pharmacy

University of Tennessee Health ScienceCenter
847 Monroe Avenue, Suite 327

Memphis, TN 38163

Phone: 901 448-7533

Fax: 901448-6828



Current Cancer Drugs Targets, 2002

http: //mww.bentham.or g/ccdt

THE PRODIGIOSNS A NEW FAMILY OF ANTICANCER DRUGS
Beatriz Montaner and Ricardo Pér ezTomas*

Departament de Biologia Cel.lular i Anatomia Patologica, Cancer Cell Biology Research Group,

Universitat de Barcelona. Feixa Llarga s/n. E-08907 L’ Hospitalet (Barcelona) Spain.

*Corresponding author. Tel: 34-93 4024288; Fax: 34-93 4024213

E-mail address: rperez @ bell.ub.es

Abbreviations. Cdk, cydin-dependent kinase; ckl, cdk inhibitors, cPrGHCI, cycloprodigiosn
hydrochloride; PG, prodigiosn; pHi, intracdlular pH; PKC, protein kinase C; Rb, retinoblastoma;
UP, prodigiosin 25-C (undecylprodigiosin).

ABSTRACT

Apoptosis is involved in the action of severd (and perhaps al) cancer-chemotherapeutic agents. A
family of natural red pigments caled prodigiosins, characterized by a common pyrrolylpyrromethane
skeleton, are synthesized from various bacteria. Prodigiosn (PG), undecylprodigiosn (UP) and
cycloprodigiosn  hydrochloride  (cPrG-HCI), three members of the PG family, have
immunosuppressive properties and apoptotic effects on cancer cells in vitro and in vivo. Ther
cytotoxic effect is attributed to the presence of the G6 methoxy substituent. The A-pyrrole ring plays
a key role in both the copper nuclease activity and the cytotoxicity of prodigiosins. Here we review
the pharmacologica activity of PG and related compounds, including novel PG synthetic derivatives
with lower toxicity. The mechanism of these molecules is a current topic in biomedicine. The

molecular targets of prodigiosins are revised.



Brief history of prodigiosin

The red pigment prodigiosin (PG) has unusua properties, which have been documented since
historica times. In warm and humid conditions, certain srains of Serratia marcescens form
distinctive red colonies on food. The red color derives from the presence of PG or related materials.
From early times, extensive written records report the appearance of “blood” on bread, on wafers
used as the Host in the Eucharistic liturgy and on other starchy foods. Indeed, the formation of
bloodlike materiad on starchy foods due to S. marcescens could be interpreted in certain religious or
symbolic contexts as the miraculous appearance of blood [revised in 1].

The history of PG and cancer began in 1891 with the studies of William B. Coley and his
vaccine. Dr. Coley combined the cultures of Streptococcus sp. and Bacillus prodigiosus (now called
S. marcescens), then serilized them by either heat or filtration. The mixture was caled the Coley
toxins. This therapy was applied in the treatment of tumors, with fascinating results in tumors of
mesoderma origin [2,3]. Severd toxic entities could be contained in Coley’ s toxin, such as PG.

Prodigiosins (PGs) are a family of naturaly occurring polypyrrole red pigments produced by a
restricted group of microorganisms including some Streptomyces and Serratia strains, characterized
by a common pyrryldipyrrylmethene skeleton (structure called prodigiosene) (Fig. 1).

PG was firg isolated from S. marcescens in pure form in 1929. Its name, used by early
researchers, was retained and in 1934, the pigment was characterized and its main structural features
were elucidated [4]. As typical secondary metabolites, PG and related materials have no clearly
defined physologicd functions in the producing organisms. However, PG may provide ecologica
advantages in bacteria dispersion [5]. PG has potent antimicrobid, antimdariad and cytotoxic activity
[6-9]. Comparison of the in vitro cytotoxic propeties of PG (2methyl-3- pentyl-6-
methoxyprodigiosene), prodigiosene and 2-methyl-3-pentylprodigiosene revedled the exceptional
cytotoxic potency of PG, which may be attributed to the presence of the PG G6 methoxy subgtituent
[7]. D'Alessio et al. [10] dtarted a medicind chemistry program aimed at synthesizing novel PG
derivatives with a higher sdlectivity index and a better pharmacotoxicologica profile than natura PG
compounds. They found that the subgtitution of methoxy by a larger alkoxy progressively reduces the
activity, which is counterbaanced by a more marked decrease in cytotoxicity, thus favoring the
selectivity. The best compound obtained was PNU-156804, with a thergpeutic index amost 3-fold
higher than that of UP. Other studies have revealed that the A-pyrrole ring plays a key role in both
the copper nuclease activities and the cytotoxic potency of PGs[11].
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PGs as immunosuppressors

PG, prodigiosn 25-C (undecylprodigiosin, UP), cycloprodigiosn hydrochloride (cPrGHCI),
metacycloprodigiosin, and nonylprodigiosn (Fig. 1) have immunosuppressve properties, like the
ability to specificdly inhibit activated lymphocyte proliferation [12-26]. PG is selective to T cdls
without in vivo toxicity [20]. UP is an immunosuppressive agent through inhibition of T lymphocyte
proliferation in vitro [12, 14,16,18] and in vivo [131517,21], with preferentia effect on cytotoxic T
lymphocytes (CTL), which is accompanied by a decrease in the CD8" population [23]. UP also
suppresses the T-cel stimulatory function of alogeneic antigen presenting cells (APCs) [21].
cPrGHC! preferentidly inhibits T cell proliferation without modifying the ratio of CD4" and CD§"
cels [19,24]. Recent studies in small bowektransplanted rats show that cPrG-HCl effectively
suppresses acute graft rgection, but a modified version of the drug should be developed to reduce its
side effects, which can cause severe damage to the postoperative body [25]. Metacycloprodigiosin
aso abolishes cytotoxic T cell induction in a mixed lymphocyte reaction (MLR) [12]. However, in
vivo it is more effective in reducing splenic CTL activity than in prolonging murine skin or cardiac
alografts [17]. Nonylprodigiosin behaves as a sdective inhibitor of T cell proliferation in the same
way as other members of the PG family [26]. Finaly, PNU156804 (a UP anadlogue with more
favorable activity in vivo) efficiently inhibits the proliferation of primary human T and B
lymphocytes [22]. The mode of action of PGs differs from that of cyclosporin A or FK506, two well-
known specific immunosuppressants of helper T cells, hindering both CTL induction and antibody
production [15].

PGs and apoptosis

Apoptosis has been linked to such diverse pathophysiologic processes as oncogenesis [27].
This type of cdl death is involved in the action of several (and perhaps al) cancer-chemotherapeutic
agents. New drugs associated with apoptosis and expected to be effective against tumors with high
proliferation rates have been screened for use in e treatment of cancer [28]. Numerous unrelated
microbia pathogens engage or circumvent the host apoptotic program. PGs have been shown to
induce apoptosis. Their apoptotic effects have been observed in severa human cancer cell linesin
tissue culture [19,24,29-34] and on hepatocdlular carcinoma xenografts [35]. Along these lines,

apoptosis is the mechanism of action suggested for cPrG-HCl to exert immunosuppression [19,24].
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cPrG-HCI dso induces apoptosis on liver cancer cdls both in vitro and in vivo, with high
effectiveness on liver cancer and breast cancer cdl lines, promyeocytic leukemia cells and colon
cancer cells [32-34], but nominadly no toxicity on norma cdls [34]. PG repidly, potently triggers
gpoptosis in hematopoietic cancer cell lines, colon and gastric cancer cells, with no marked toxicity
in non-malignant cell lines [29-31].

PG also triggers the reorganization of actin cytoskeleton and may promote the breakdown of
actin microfilaments. Thus, cells die by apoptosis[31].

The activation of the apoptosis program is regulated by various signads from both intracelular
and extracdlular stimuli. Although the apoptosis-signaling pathway triggered by PGs requires further

studies, the mechanism involved in the gpoptotic action of PGsis alimost elucidated.

PGs as H*/Cl'symporters

Extracelular pH is lower in tumor than in normal tissue, whereas the cytosolic pH in
transformed or cancerous cells is generaly regulated a neutra or even dightly more alkaline levels
than in normd cdls [34], as required for cell growth, transformation, and metabolism [37,38]. Thisis
due to a variety of pH intracelular (pHi) homeodtatic regulators, including the Na'/H* exchanger,
Na'-dependent and —independent CI/HCO5 exchangers, vacuolar type H-ATPases (V-ATPase) and
others [37]. However, of these proton pumps, V-ATPases, which are found on the membranes of
various intracellular compartments such as lysosomes, endosomes, the Golgi complex and secretory
vesicles [39,40], are the most important, especialy in some tumor cdls, and they maintain a high pHi
with respect to the high rate of glycolysis and metabolism [38,39].

The apoptotic process has been claimed to be modulated or triggered by changes in pHi
[41,42]. Recently, Matsuyama and cols. demonstrated that a very early event in mitochondria-
dependent apoptosis involves a change in celular pH regulation, characterized by mitochondria
akalinization and concomitant cytosol acidification. Alteration of pH regulation is an early event in
apoptosis, preceding cytochrome C release from mitochondria and facilitating cytochrome C
activation of caspases [43]. Anyway, the use of FATPase inhibitors or protonophores that prevent
changes in cytosolic pH impars caspase activation and thus apoptosis [43]. Moreover, severa
specific inhibitors of V-ATPases like bafilomycin Aj, origindly found in microbid metabolites [44],

perturb pHi homeostasis, and thereby lead to the apoptosis of cancer cells. Furthermore, a ionophore,
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nigericin, which abolishes the pH gradient across cell membranes by exchanging K™ ions with H”,
aso has anti-tumor effects [45]. Thus, the acidification of cytosol and/or the disruption of the pH
gradient across the cytoplasmic membrane may trigger the apoptotic process in cancer cells,
suggesting that the pHi regulatory mechanisms may serve as targets for tumor therapy.

PGs behave as H'/ClI symporter that uncouple proton trandocation and thereby perturb
vacuolar  acidification, thus inducing intracelular acidification and eventudly apoptoss
[32,33,35,46].

cPrG-HCI raises the intraorganelle pH by inhibiting the proton pump activity of V-ATPase
without affecting its ATPase activity [16]. As cPrG-HCI does not affect membrane conductance of
phospholipid bilayers, Kawauchi and cols. ruled out that cPrG-HCl is a smple protonophore [19].
cPrG-HCI induces the acidification of the cytosol, thus leading to apoptosis [35]. Moreover, the role
of CI' in the inhibition of vacuolar acidification by cPrG-HCl| has been analyzed, showing that CI in
the vacuole is necessary for cPrG-HCI to collapse the chemical potential gradient of H across the
tonoplast [47].

Yamamoto and cols. [32] observed that in human breast cancer cells, which overexpress
mRNA for the 16 kDa subunit of V-ATPase and maintain a high pHi compared with non-cancerous
cels, cPrG-HCI inhibits the acidification of lysosomes, decreases the pHi and evokes apoptosis,
suggesting that a high pHi is necessary for the maintenance of the function of cancer cells and that
cancer cells are more sensitive to pH changes than norma cells. They aso suggest that the
intracellular acidification due to the increase in lysosoma pH results in apoptosis through cdlular
dysfunction in cancer cells. Further studies in human promyelocytic leukemia cells (HL-60) and in
colon cancer cell lines support that cPrG-HCl strongly decreases the pHi of tumor cells and leads to
apoptosis [33,34].

PG, metacycloprodigiosn and UP display H'/CI" symport activity on liposoma membranes
and uncouple both V- and F-ATPases, athough they do not inhibit cataysis or membrane potential
formation [46,48]. Additiondly, UP induces functiona and morphologica changes in the Golgi
apparatus and the swelling of mitochondria [49]. They both uncouple the (H™+K™)-ATPase of plasma
membrane vesicles from hog gastric mucosa (and inhibit acid secretion), suggesting that they are
useful for the clinical treatment of gastritis [50].

Furthermore, the proto-oncogene product Bcl-2 inhibits cell death induced by a variety of
gpoptotic stimuli by controlling mitochondrial homeostasis [51]. Elevated levels of Bcl-2 decrease
cel susceptibility to apoptosis. Bck2 is upregulated in certain lymphomas [40]. Interestingly, PG
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induced apoptosis is Bclk2-independent [Montaner & Perez-Tomas, personal communication).

PGs and cell cycle

UP and PNU-156804 inhibit equaly wel both T and B lymphocyte proliferation, but not
transformed leukemic Jurkat cell line. Cell cycle-related proteins such as retinoblastoma (Rb) and
cydin-dependent kinases -2 and -4 (cdk-2 and cdk-4) are the targets of both molecules in the
induction of growth arest in G; phase [1822]. However, cPrG-HCI and PG suppress cell
proliferation as a result of apoptotic cell death [19,24, PérezTomas & Montaner, submitted for
publication]. cPrG-HCI inhibits proliferation and induces apoptoss in liver carcinoma cell lines [35]
and in human breast cancer cdl lines [32], and induces differentiation in the human promyelocytic
leukemia cdl line HL60 [33]. PG inhibits the proliferation of human Jurkat T cells mainly via G1-S
trangtion arest, in association with the downregulation of cyclin E expresson, induction of the
cyclin A-cdk2 and cyclin E-cdk2 activity, and the phosphorylation of Rb. PG, like UP and PNU-
156804 [18,22], aso abolishes the expression of the cdk inhibitor p27, suggesting that p27, in the
presence of PG, coordinates the fina outcome of proliferation or death of the cdl (PérezTomés &
Montaner, submitted for publication).

There is evidence of the direct coupling of cdl cycle-related proteins to cytoplasmic pH
homeostasis [18,37]. As shown above, some studies support the hypothesis that PGs promote H/CI
symport and neutralize the acidic compartment of cells, which results in the acidification of the
cytoplasm and thus leads to cdll cycle arrest and, eventually, apoptosis [19,32,33,35,46] .

Furthermore, alterations of the p53 tumor suppressor gene are the most frequent genetic
changes in human cancer [52] and they are associated with a significantly worse prognosis [53]. The
absence of p53 or aberrant p53 implies that apoptosis cannot be engaged even when the cell suffers
genetic damage [54]. PG-induced apoptosis is p53-independent [29], which may be an advantage
over other chemotherapeutic drugs [55,56].

PGs and the MAP kinase signaling cascades

Members of the MAP kinase family are usualy coordinately regulated. ERKs are activated by
growth factor stimulation, whereas the SAPK/INK and p38-MAP kinase (p38-MAPK) are activated

by various forms of environmentd stress [57]. Thus, MAP Knase signaling cascades are needed for



the differentia response to mitogens and apoptotic inducers. Protein kinase C (PKC) is involved in
many cellular functions, like proliferation and differentiation. PKC aso participates in the regulation
of apoptosis induced by many stimuli, such as tumor necrosis factor a (TNFa), ionizing irrediaion
and antitumor drugs [58-60]. The activation of PKC by phorbol-myristate acetate (PMA), which
prevents intracellular acidification through PKC-induced activation of the Na'/H® antiport [61],
confers protection against agpoptosis induced by PG through an ERK-dependent pathway [62],
whereas the percentage of dead cells increases with cPrG-HCI [19]. The differences in the chemical
sructures of PG and cPrG-HCl may explain this disagreement. Moreover, imidazole, a permeable
base, prevents intracellular acidification and suppresses cPrG-HCl-induced apoptosis [32].

On the other hand, sustained overstimulation of the SAPK/INK or p38-MAPK pathways, or
both, induces apoptosis [57,63,64]. PG induces phosphorylation of p38 but not of INK MAP kinase
[65]. cPrG-HCI activates SAPK/INK, leading to apoptosis [33]. Again, structurd or methodological

differences may account for these discrepancies.

PG induces DNA cleavage

The agents that facilitate dsDNA cleavage, eg. bleomycins and enediyne antibiotics, are
cytotoxic, as dsDNA cleavage causes more serious damage than ssDNA cleavage. Melvin and cols.
have demonstrated that PG performs DNA cleavage through a copper-PG system [11]. Moreover, PG
binds DNA by intercalation with a preference for AT sites. Since PG has poor water solubility, its
use as a DNA targeting agent is limited. However, attachment of water-soluble cationic groups to the
PG carbon skeleton may yield very effective DNA targeting molecules that in turn may provide
therapeutic agents for the treatment of certain cancers [66]. Nevertheless, these observations need to

be confirmed in vivo (Montaner et a., manuscript in preparation).

PG and cancer

In 1977, the antitumor activity of PG was tested in vivo with mice by Fullan et d. [67], who
found that tumors injected with pigment grow at approximately 2/3 the rate of untreated tumors.

Recently, the activity of PGs has aso been determined in vivo, as mentioned above. Briefly, the
effect of metacycloprodigiosn on murine allogenic skin and heart transplantation models reveded
that it is more effective in reducing splenic cytotoxic T-cdl activity than in prolonging murine skin



or cardiac dlografts [17]. cPrG-HCI suppresses tumor growth of xenografted Huh-7 cells in nude
mice and induces apoptosis on the liver cancer cells, with no remarkable signs of abnormdity in any
organ or serum enzyme compared with control [35]. It aso effectively suppresses acute graft
rgection in experimental small bowel transplanted rats [25]. Finally, PNU-156804 prolongs heart
alograft surviva and acts synergically with cyclosporine [54].

Mogst anticancer agents are cytotoxic and inhibit DNA synthesis or cell replication. They are
‘antiproliferative’ rather than ‘anticancer’, and so the biochemical sdlectivity for tumor versus normal
cells is modest, side effects are usualy severe and drug resistance is common. Various agents of
cancer chemotherapy act primarily through the induction of apoptotic cell death in susceptible cancer
cells. Each chemotherapeutic agent may interact with a specific target, causing dysfunction and
injury, which is then interpreted by susceptible cancer cells as an ingtruction to undergo apoptosis
[68]. Innovative therapies involve the synthesis of drugs that are much more selectively effective on
cancer cdls and considerably less harmful to norma cells. The identification of novel targets and the
development of drugs much more selectively effective on cancer cells are two of the main goas of
research on cancer therapy. Therefore, pHi control may be a new strategy for cancer therapy. The in
vitro 60 human tumor cell panel of the National Cancer Ingtitute (NCI, Bethesda) provides an
interesting tool that is available to the scientific community [69]. The main objective is to identify
compounds with an unusua pattern of celular activity, in the hope that this indicates activity on a
distinct, potentially novel cell target. The NCI found an average 1Csp of 2.1 nM for PG [11].

PGs are a new group of molecules with a common mechanism of action and specific molecular
targets. Although their mechanisms of apoptotic action remain to be determined and assays in vivo

are necessary, al the studies presented in this review suggest that PGs are potential anticancer drugs.
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ABSTRACT

Prodigiosin (PG) is an active component of bacterial origin, with reported apoptotic effects. We examined
the activation of caspases -9, -8, and -3 in PG-treated Jurkat cells in a dose-response study. These caspases
were activated in apoptotic cells, as judged by the appearance of cleavage products from procaspases, and
cytochrome c (cyt ¢) was released to the cytosol. In addition, PG induced the cleavage of poly (ADP-ribose)
polymerase (PARP). This study demonstrates that the activation of caspases -9, -8, and -3 mediate PG-

induced apoptosis.

INTRODUCTION

PG is member of a family of naturdly occurring polypyrrole red pigments produced by microorganisms
including certain strains of Streptomyces and Serratia. They have interesting immunosuppressive properties
and they aso induce apoptosis, athough the mechanism is not clear'. We have shown that PG triggers
gpoptosis in cancer cell lines, including hematopoietic cancer cells, with a rapid, potent action, athough it is
not toxic to non-maignant cell lines®. We have also demonstrated that PG-induced apoptosis is blocked by
the broad-spectrum caspase inhibitor Z-VAD-fmk, indicating that caspases are involved in PG-induced
apoptoss’.

There are at least two distinct classes of caspases, initiators (e.g. caspases -8, -9 and -10), and effectors (e.g.

caspase 3), which participate in a feedback amplification loop involving the initiators. Their substrates



include cytoplasmic and nuclear proteins involved in DNA repair, like PARP, and replication, RNA splicing,
cytoskeleta structure, and cell division.
Here, we determine the effects of PG on various mediators of the cellular machinery causing apoptosis in

PG-treated Jurkat cells.

MATERIAL AND METHODS
Cell culture: Acute human T-cdl leukemia cells were cultured in RPMI 1640 medium and supplemented
with 10 % FBS, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin , and 2 mM L-glutamine, at 37°C, 5% CO, in

ar.

Isolation and purification of PG: PG wasisolated from a culture broth of S. marcescens 2170 as described

previoudy”.

Western blot analysis: After cells (5x10°/ml) were treated with 100 to 400 nM of PG for 3 h, they were lysed
with 85 mM Tris pH 6.8, 2 % SDS, 1 pg/ml gprotinin, 1 pg/ml leupeptin and 0.1 mM PMSF. Protein extracts
(50 pg) were eectrophoresed on 10 or 12 % polyacrylamide gels and transferred to Immobilon-P membrane
(Millipore, USA). Membranes were incubated overnight with polyclonal antibodies against cleaved caspase 9
(New England Biolabs, UK), caspase 3 (Pharmingen Internationa, USA), or PARP (Cdl Signaling
Technology, UK), or monoclona antibody against caspase 8 (Cell Diagnostica, Germany). Secondary
antibodies conjugated to HRP were goat anti-rabbit 1gG or goat anti-mouse (BioRad, UK). Peroxidase was

developed using the SuperSignal West Pico Trid kid (Pierce, USA).

Cyt c release analysis. Release of cyt ¢ from mitochondria to cytosol was measured by Western blot as
previousy described®. Cells were lysed with 250 mM sucrose, 1 mM EDTA, 0.05% digitonin, 25 mM Tris,
pH 6.8, 1 mM DTT, 1 ng/ml leupeptin, 1 ng/ml gprotinin, and 0.1 mM PMSF), for 30 s, and then centrifuged
a 12000 X g at 4 °C for 3 min. Supernatants (cytosolic extracts free of mitochondria), were el ectrophoresed
and then andyzed by Western blot using monoclona antibody againgt cyt ¢ (Pharmingen International), as

described above.



RESULTS AND DISCUSSION

In order to study the mechanism of PG-induced apoptosis we determined the effects of PG on various
mediators of the cellular machinery causing apoptosis. Previoudy, we have shown that PG induced apoptosis
in hematopoietic cancer cdll lines’, so we performed these studies on PG-treated Jurkat cells in a dose-
response study.

To analyze the involvement of cyt ¢ release in PG-induced apoptosis, cytosolic fractions were obtained and
analyzed by Western blot. As shown in Fig. 1A, PG induced the appearance of cyt ¢ in the cytosolic fractions
of Jurkat cells.

Cytosolic cyt ¢ binds to Apaf-1 and induces activation of caspase 9. To demonstrate that this pathway is
activated in PG-induced apoptosis, caspase 9 was analyzed by Western blot in whole extracts. PG induced
processing of caspase 9 in Jurkat cells, as shown by the appearance of the caspase 9 intermediate cleavage
product. PG also induced processing of caspases 8 and 3, as shown by the appearance of their intermediate
cleavage products (Fig. 1B). In addition, PG induced cleavage of PARP (Fig. 1C), as a resulted of caspase 3
activation.

There are two distinct primary apoptotic signaling pathways, one of which is mediated by death receptors
controlled by caspases-8/10, and the other by the release of mitochondrial cyt ¢ to the cytosol, where it binds
to Apaf-1 and activates caspase-9. Furthermore, caspase-8 does indeed participate in cyt c-mediated
apoptosis, and thus may help to amplify weaker death signals and ensure that apoptosis occurs within a
certain time frame. However, several recent reports have demonstrated that caspase-8 is frequently activated
in response to certain apoptotic stimuli in a death receptor-independent manner®.

This study demongtrated that the activation of caspase-9, caspase-8 and caspase-3, mediates apoptotic cell
death induced by PG and that there may be significant cross-talk between the two apoptotic signaing

pathways.
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Figure 1. Effect of PG on cyt c release, caspase processing, and PARP cleavage. A) Analysis of cyt ¢ in cytosolic
extracts. B) Active caspases -9, -8, and -3, markers for cells undergoing apoptosis, are analyzed. C) Analysis of PARP
cleavage. The position fo the native PARP (113 kDa) and the proteolytic fragment (89 kDa) are indicated. Results are

representative of three independent experiments.
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