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La actividad de la Caspasa-1 como gen sensibilizador a radio
y quimioterapia es independiente de las vias de JNK y p38

G. Vassaux, P. Manchefio-Corvé, M. Lépez-Barahon&, M. Quintanilla3, R. Francisco-AlvareZ,
J. Hernandez-Losd, R. Lopes, P. Martin-Duque*?

Resumen

El efecto citotdxico de las drogas antitumorales es producido mediante la induccion de apoptosis. Est
servacion implica la posibilidad de que los factores que afecten la activacién de caspasas pueden ser d
nantes importantes como sensibilizantes a los tratamientos antitumorales. Aqui, examinamos el efecto de
breexpresion de caspasa-1 en la respuesta a la quimio y radioterapia. La expresion de la caspasa-1 med
un vector adenoviral fue capaz de matar directamente a las células y de sensibilizar las restantes a cispl
radiacion gamman vitro. En células HelLa transfectadas establemente con caspasa-1, la sensibilizacion &
platino fue debida a una amplificacién en la via mitocondrial de apoptosis inducida por cisplatino pero
efecto es independiente del estado de p53, JNK o p38 en la célula.
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Summary

The cytotoxic effect of anticancer drugs has been shown to involve induction of apoptosis. This observ:
raises the possibility that factors affecting caspase activation might be important determinants as antic
drug sensitivity. Ectopic expression of caspase-1 has been shown to trigger apoptosis. Here, we exami
effect of caspase-1 over-expression on the response to chemotherapy and radiotherapy. Caspase-1 exf
mediated by an adenoviral vector was able to kill directly cells and to sensitize the remaining cells to cisp
or y-radiationin vitro. In HelLa cells stably transfected with caspase-1, sensitisation to cisplatin was due tc
amplification of the cisplatin-induced mitochondrial apoptotic pathway activation but this effect is indepenc
of p53, JNK or p38 status.

Key words: Caspase-1. Chemo and radiosensitization. Kinases and p53.

Introduccion tumores solidos, pero la tolerancia de los tejidos
normales que rodean la zona a tratar condiciona la:
El cancer es la primera causa de mortalidad, endosis que se pueden administrar al tumor. Estas do
los paises occidentales, entre los sujetos de 40 a 68is se podrian modificar mediante una aproximacion
afios, y la segunda si nos centramos en la poblaciérque combinara la radioterapia convencional con la
mayor de 60 afios, sblo situada por detrds de las enintroduccion de genes que aumentaran la eficacia el
fermedades cardiovasculares. Los tratamientos, cenia dosis administrada, consiguiendo un mejor efecto
trados Unicamente en la eliminacioén del tumor pri- a menor dosis.
mario (generalmente mediante la cirugia), tan sélo El mayor desafio en el tratamiento del cancer es
son efectivos en una tercera parte de los enfermogratar células que se han convertido en resistentes
intervenidos, siendo los niveles de curacion equipa-los tratamientos por radio o quimioterapia disponi-
rables a los existentes hace 15 afios, en el caso dkles. Hasta ahora se han identificado algunos gene
los tumores sdlidos epiteliales. Debido a esta inca-que sensibilizan a la radio y quimioterapia, como
pacidad de solventar el problema mediante los abor-TNF-a y el gen adenoviral Ela o recientemente la
dajes clasicos, los objetivos actuales en el tratamiencaspasa-1 o ICE (Martin-Duque y col, manuscrito
to de esta enfermedad incluyen el desarrollo de otrasen publicacion). La expresion de estos genes bajo e
estrategias alternativas, como la busqueda de mecaeontrol de promotores antitumorales u otros, como
nismos antiangiogénicos, la inmunoterapia o la tera-el promotor inducible por radiacién Egr-1, que se ha
pia génica. combinado con la citoquina radiosensibilizante
La resistencia a drogas quimioterapicas constituye TNF-a y que se encuentra en ensayos clinicos en fa
un problema clinico grave y, en muchos casos, es lase F, ayudarian a controlar y reducir los dafios pro-
causa del fracaso en los tratamientos de los tumoresducidos por la radiaciéro quimioterapia® incre-
Las lineas celulares que sufren resistencia multiple amentando ain mas el atractivo de esta estrategia.
farmacos (MDR), no solo la presentan a los farma- Entre los mecanismos de resistencia a drogas s
cos para los que han estado expuestas, sino hacia uencuentra el fallo en la apoptosis. Por esto, la activa
espectro mas amplio de compuestos que aparenteeion directa de las caspasas podria ser una estrateg
mente no estan relacionados. Por esto, otra de las esfectiva para matar las células que son resistente:s
trategias mas interesantes a considerar seria la comkEn terapias experimentales de cancer, la expresiol
binacion de la terapia génica con los métodos clasi-de Caspasa-1 ha demostrado tener cierta activida
cos de tratamiento de cancer, como serian los agenantitumoral por si misma, o combinada en un proto-
tes quimioterapicos o la radioterapfaEsta ultima, colo de inmunoterapiaAdemas, en estudios clini-
es el tratamiento de eleccion para la mayoria de loscos se ha sugerido que ICE podria estar asociad
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con la regresion esponténea en ciertos neuroblastoeuenciado. Fue elegido uno de los clones, que conte
mas en pacientty a que la alta expresion de esta nia el cDNA insertado en la orientacion correcta. En
proteina se relaciona con una buena respuesta a quies experimentos de transfeccion, se utilizé el vector
mioterapia en leucemias y linfonfagEstas observa- vacio pEF6/V5-His-TOPO como control.

ciones nos llevaron a estudiar recientemente el efec- ElI cDNA de la caspasa-1 fue insertado entre los
to de la sobreexpresion de ICE en respuesta a la rasitios Eco RV/Kpn | de pShuttl® para generar pSh-
dio y quimioterapia en un modelo experimental ICE. Una vez linearizado coPme |, pSh-ICE fue
vitro e in vivo, llegando a concluir que al igual que recombinado con pAdeasyl, tal y como se habia
Ela de adenovirus, caspasa-1 es un gen radio y quielescrito previamente para generar pAd-ICE. Los
miosensibilizantén vitro e in vivo por mecanismos  recombinantes correctos, fueron seleccionados me
independientes de pB3 diante digestiones con enzimas de restriccion.

Pero aunque se sabe que estos genes son sensibi-
lizadores a los tratamientos, aun no se conoce el meVectores adenovirales
canismo de accion. Estudios previos han correlacio-
nado la induccion de apoptosis y de la induccion de El adenovirus E1- que contiene el gen de la prote-
quimio y radiosensibilidad con la unién al grupo de ina de la fluorescencia verde (GFP), se obtuvo de
la proteina del retinoblastoma y al de la proteina Qbiogene (Cambridge, UK), y el Ad-Mock (vector
p300, si bien en los casos de TNFe caspasa-1 el de Ad-5 con la regién E1 delecionada y que no con-
mismo efecto asociado a estas proteinas no seria exenia ningun transgén) fue amablemente cedido po
plicable? 13 el Dr. Mc Neish'.

Por otra parte, para el caso de la proteina adenovi- El virus Ad-ICE fue generado tras la transfeccién
ral E1la, que sensibiliza las células a los efectos cito-de pAd-ICE en células 293. El virus fue expandido,
téxicos tanto de la radiacion ionizante como a una purificado y titulado como se habia descrito ante-
gran variedad de drogas antitumorales, como 5-riormenté®,

Fluorouracilo, etopésido, adriamicina, cisplatino o

doxorrubicina se ha comprobado que este efecto ed.ineas celulares

independiente del estado de p53 existente en la célu-

la y del resto de alteraciones oncogénicas pero de- La linea de carcinoma cervical Hela, las lineas
pendiente de una serie de quin&sés celulares de pancreas Panc-O2, HPAF y Panc-1y la

Por todo esto, decidimos estudiar si la expresiénlineas de tumores de préstata humanas DU-145, PC
exdgena de la caspasa-1 era capaz de inducir sensB, BHP-1, LNCaP fueron obtenidas de la coleccion
bilidad a tratamientos radio y quimioterapicos y si del servicio de investigacion celular de Cancer Re-
en estos efectos estaban implicados los mecanismosearch-UK. Las células fueron crecidas en Dulbeccc
descritos anteriormente, como eran las vias de p53Modified Eagle’s medium (DMEM) o en RPMI
JNK, p38 o la familia de las IAPs. 1640 que contenia suero bovino fetal al 10% en pre-

sencia de antibiéticos.
Se transfectaron t@élulas HelLa por pocillo con

Materiales y métodos 0.4 mg de DNA, en placas de 6 pocillos, usando Ef-
fectene transfection reagent (Qiagen, Crawley, UK),
Plasmidos y siguiendo los protocolos de la casa comercial con

minimas modificaciones, para construir las lineas
El cDNA de la Caspasa-1 fue amplificado por celulares HeLa-TOPO y HelLa-ICE. Los clones re-
PCR con el siguiente par de cebadores: sistentes a Blasticidina S HCI (Invitrogen, Paisley,
(Directo CGGGGTACCCCATGGCCGACA- UK) fueron seleccionados a dosis deugdml.
AGGTCCTG y reverso: CTAGTCTAGATGCCCA-
CAGACATTC) usando el vector ICE-pBluescript Ensayo enzimatico de Caspasa-1
como molde (amablemente cedido por el Dr. Fue-
yo). El producto de PCR fue clonado en el vector Aunque la forma p45-prolCE se encuentra en cé-
pEF6/V5-His-TOPO (Invitrogen, Pailsley, UK) y se- lulas HeLa normalmente, éstas no forman la protea-

44



Oncologia, 2005; 28 (8):394-406

sa activ®. La actividad enzimética de Caspasa-1 se tamiento comenzé 24 horas después de sembrar |
estudié usando el kit de ensayo “Caspase-1/ICE Co-células. Al cabo de 5 o 7 dias de que comenzara €
lorimetric Protease Assay kit” (MBL, Medical & tratamiento se afadieron 10Dde MTT (5 mg/ml),
Biological Laboratories Co, LTD, Japan). Siguiendo (Sigma-Aldrich) y se incubaron las células durante 2
las instrucciones de la casa comercial, este métoddioras a 37° C, para posteriormente disolver este co
se basa en el corte del sustrato YVAD-pNA en pre- lorante en DMSO y asi poder medir la densidad 6p-
sencia o ausencia del inhibidor selectivo de caspasatica a 540 nm.
1, YVAD-FMK.
Se sembraron f@élulas HelLa Topo o Hela ICE  Western blots
en placas de 6 cm y se trataron caug®nl de cis-
platino. 24 horas mas tarde, se contaron las célulasy Se sembraron $@élulas HelLa-Topo o HelLa-ICE
se obtuvo un precipitado celular de 5.@6lulas que  en placas de cultivo de 6 cm de diametro. Al dia si-
se lavaron dos veces con PBS frio. La actividad deguiente, las células fueron tratadas con dosis de 5 .
la caspasa-1 fue medida de acuerdo al protocolo det0 mg/ml de cisplatino y recogidas tras 4 horas de
la compafiia. Las muestras fueron leidas a 400 nmiratamiento. Las células y los sobrenadantes se recc
en un espectrofotdbmetro usando una cubeta de cuargieron en un precipitado al que se afiadio [100e
zo. Se define la actividad especifica de la caspasa-buffer de lisis (25 mM HEPES pH=7.5; 0.3 M
como la diferencia en absorbancia unidad/hora/mgNacCl; 1.5 mM CJjMg, 0.2 mM EDTA, 0.5% &acido
de proteina entre incubacién de muestras en ausendeoxicolico, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 20 mM
cia y en presencia del inhibidor de caspasa-1, B-glicerofosfato). EI homogeneizado resultante fue
YVAD-FMK. después sonicado en hielo.
Para el caso de la expresion de GFP se sembrarc
Deteccion de DNA gendémico por PCR, en células 10 células Panc-O2 , HPAF, DU-145, PC-3, BHP-1
HelLa-Topo y HelLa-ICE 0 LNCaP por pocillo en placas de 6 pocillos y se les
permitié crecer 24 horas antes de ser infectadas co
Se sembraron 2@élulas HeLa-Topo o HeLa-ICE células 0.5 a 20 pfu/célula. A las 48 horas post-in-
en placas de cultivo de 6 cm de diametro y su DNA feccidn se recogieron las células en un precipitado
gendémico fue extraido con el kit GenElute MAM- el sobrenadante y la proteina fue extraida de igua
MALIAN GENOMIC DNA KIT (Sigma Aldrich, modo al descrito anteriormente.
USA) y la PCR fue realidada con el kit Opti-Prime  Se separaron 20 microgramos de proteina en gele
PCR Optimization kit (Stratagene, UK) y el siguien- al 10-15% de SDS-poliacrilamida y se pasaron a fil-
te par de cebadores. Directo: CGGGGTACCC- tros de nitrocelulosa mediante transferencia semise
CATGGCCGACAAGGTCCTG; y Reverso: CTA- ca. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-

GTCTAGATGCCCACAGACATTC p38 (1:300; Cell Signaling Technologies) anti-JNK
(1:300; Sta. Cruz) y anti-GFP monoclonal de raton,
Ensayo de citotoxicidadn vitro 3E1 (1:4000; Cancer Research-UK Monoclonal An-

tibody Services). El anticuerpo secundario en todos

2x10 células de cada linea celular fueron sembra- los casos, fue uno de conejo antiraton (1:1500). La
das en placas de 24 pocillos con 1 ml de DMEM al unién de los anticuerpos fue visualizada usando
10% de suero, con la Unica excepcion de los experi-ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chal-
mentos de radiacién, en los que se sembraron Unicafont, UK).
mente 10 células. 24 horas mas tarde, las células
fueron infectadas con un rango de 1-10 PFU por cé-PCR en tiempo real
lula dependiendo de la infectividad de cada linea ce-
lular obtenida anteriormente. Al dia siguiente se ad- Se sembraron 2@élulas HeLa-Topo o HeLa-ICE
ministraron diversas concentraciones de cisplatinoen placas de cultivo de 6 cm de diametro. Al dia si-
(Sigma-Aldrich, Poole, UK), paclitaxel (Taxol, Cal- guiente, las células fueron tratadas con 0, 0.3 0 1
biochem, La Jolla, CA), o radiacién gamma. Para pg/ml de cisplatino y recogidas tras 18 horas de tra-
los experimentos en HelLa-Topo o HelLa-ICE, el tra- tamiento. EI RNA fue extraido usando Trizol (Invi-
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trogen) siguiendo el protocolo de la compafiia. El mos la cantidad de virus que nos garantice un 100%
RNA total fue resuspendido en 1QDde agua libre  de transduccion del gen sin una toxicidad viral ines-
de RNAsa. Para eliminar el DNA gendmico residual pecifica (datos no mostrados). Infectamos las célu-
se usaron los kit RNeasy (QIAGEN) y RNase-free las a m.o.i de 0.5 a 20 pfu/célula de Ad-GFP. En la
DNAse kit (QIAGEN). El RNA (2ug) fue retro- Figura 1 mostramos los niveles de expresion de GFF
transcrito usando el kit TagMan reverse transcrip- en cada linea celular tras 48 horas de la infeccior
tion reagents (ABI). Las muestras fueron analizadascon Ad-GFP. En todas las lineas los niveles de ex-
por triplicado y las reacciones de PCR en tiempo re-presion a las 48 horas y a las dosis elegidas, fuero
al se realizaron usando SYBR green PCR Mastersimilares por microscopia de fluorescencia (no mos-
Mix (ABI) en un detector de secuencias ABI trado) o por western-blot.

PRISM 7700. Las curvas estandar para los genes

dianay el control endégeno se usaron para la cuanti
ficacion. Los cebadores directo y reverso para clAP-| Heta  Panc-82 Panc1 DU-146 5 moi
1, clAP-2, XIAP y PGK-1 (control endégeno) fue-
ron disefiados usando el software Primer express
software y usados a una concentracion de 300 ng
Sus secuencias fueron: clAP1L: TGTTGTCAACTT- 3

CAGATACCACTGG/CATCATGACAG- — _
CATCTTCTGAAGA,cIAP2:GGACAGGAGTT- - . a-‘ M
CATCCGTCAAG/TGGATAATTGATGACTCTG-
CATTTTC, XIAP: GACAGTATGCAAGATGAGT-

0.5moi
0.5moi
0.5meol
0.5moi
HelLa
Panc-02
Panc-1
DU-146

5 =) 5

Figura 1. Niveles de expresion de proteina GFP en cada line

CAAGTCA/GCAAAGCTTCTCCTCTTGCA, celular tras 48 horas de la infeccidon con Ad-GFP. Se sembra-
PGK-1: TGGAGAACCTCCGCTTTCAT/TGGCT- ron 10 células Panc-O2 , HPAF, DU-145, PC-3, BHP-1 o
CGGCTTTAACCTTGT. LNCaP por pocillo en placas de 6 pocillos y se les permitié

crecer 24 horas antes de ser infectadas con células 0.5 a 2
pfu/célula. A las 48 horas post-infeccion, se recogieron las
células en un precipitado y el sobrenadante y la proteina fue

Resultados extraida para realizar un western-blot con un anticuerpo anti-
GFP.

Uso de un vector adenoviral para la expresion

de Caspasa-1 en lineas celulares de diversos Como se observa en la Figura 2a, GUnicamente col

origenes la infeccién con Ad-ICE se produce una marcada

disminucion en la supervivencia celular, que en al-

Anteriormente se habia descrito que los tumoresgunos casos llega hasta al 80% como en la linea LN
de prostata primarios mostraban una deficiencia enCaP. Este efecto es muy marcado al compararlo tan
la expresion de la proteina de la caspasa-1 comparato con las células sin infectar como con el adenovi-
dos con tejido prostatico norrfapero, por el con-  rus vacio, si bien este adenovirus vacio respecto
trario en lineas tumorales de pancreas se veia el fetas células sin infectar no produjo practicamente
némeno opuesto al compararlas con tejido néfmal ningun efecto, por lo que podemos pensar que est
Nos planteamos realizar un estudio en un amplio pa-muerte celular seria producida por el transgen (ICE).
nel de tumores entre los que incluiamos varios tu-
mores de tipo pancreatico o prostatico. Sensibilizacién in vitro por parte de un Ad-ICE

Entre éstas estudiamos una serie de lineas celulaa los tratamientos antitumorales
res de prostata (DU-145, PC3, BHP-1 o LNCaP),
pancreas (Panc-O2, Panc-1, HPAF) o cervicales Para probar la sensibilizacién a los tratamientos
(HeLa). Antes de infectarlas con un adenovirus que convencionales producida por la sobreexpresion de
exprese la caspasa-1, buscamos la multiplicidad delCE mediante la infeccién adenoviral, incubamos
infecciéon (m.o.i) con la que trabajariamos posterior- diversas lineas celulares con un Ad-ICE y tras la in-
mente mediante la infeccidn de las mismas con unfeccion administramos diversas dosis de cisplatino o
adenovirus Ad-GFP. Para cada linea celular elegi-radiacion gamma durante 5 o 7 dias.
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Figura 2. A) Efecto de la infeccion de Ad-ICE en supervivencia celular. Se sembraréréuld®, en placas de 24 pocillos y se les
dejo crecer 24 horas antes de ser infectados con un Ad-ICE o Ad-Mock a dosis de 1-10 unidades formadoras de placadp.f.u.)
lulal. Para cada linea celular, la dosis de virus usado fue la necesaria para infectar el 100% de las células.La vidailifled cel
medida 5 dias post-infeccién por ensayo de MTT. El % de células supervivientes, es el porcentaje de células vivas infédtadas |
ICE respecto al nimero de células vivas tras la infeccion con Ad-Mock. Cada experimento fue realizado por triplicadod®) Efec
la infeccion con Ad-ICE en la radio o quimiosensibilizadidwmitro: Se sembraron 2x1@élulas (18células por pocillo en los expe-
rimentos de radiacion) en placas de 24 pocillos y permitidos crecer durante 24 horas antes de ser infectados con Ad-IEE o0 Ac
en un rango de dosis de 1-10 unidades formadoras de placa (p.f.u.) por célula. Para cada linea celular, la dosis déuersis-usad;
ficiente para infectar el 100% de las células. El dia posterior a la infeccion, las células fueron tratadas con cisptatadiqita-
pia (B2) y 5 (para CDDP) o siete (para radioterapia) dias tras el tratamiento, la viabilidad celular fue mediada por Mp@triLos e
mentos fueron realizados por triplicado para cada linea celular y tratamiento. Los datos presentados son la media + 3B de 3
mentos realizados por triplicado.

Las Figuras 2b y 3 muestran que este efecto senpara HelLa o dosis bajas de CDDP (Fig. 2.b1) a 2.5
sibilizante es altamente dependiente de la linea celupara Panc-1 en radiacion gamma (Fig. 2.b2), hast:
lar en estudio, aunque en general en todos los casoso mostrar practicamente ningun efecto en los caso
se pudo observar una marcada sensibilizacion a losle PC-3 o Panc-O2, células que a su vez eran tamr
tratamientos refiriéndolos a su Ad-Mock control. EI bién las mas resistentes al virus por si mismo (Fig.
rango de diferencia de muerte celular de las diversasa) y sin poderse concluir de este modo que sea |
lineas celulares infectadas con Ad-ICE/Ad-Mock estirpe celular (pancreas o proéstata) la clave de I
fueron tan variables como de ser 5 veces superiorsensibilizacion.
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Figura 3. Efecto de la infeccion de Ad-ICE en viabilidad celular. Se sembrarohcgkll@s, en placas de 24 pocillos y se les dejo cre-
cer 24 horas antes de ser infectados con un Ad-ICE o Ad-Mock a dosis de 1-10 unidades formadoras de placa (p.f.u.)R@or célu
ra cada linea celular, la dosis de virus usado fue la necesaria para infectar el 100% de las células. La viabilidadhoeditk Sue
dias post-infeccion por ensayo de MTT. Cada experimento fue realizado por triplicado.

Generacion de una linea celular La presencia del cDNA de la caspasa-1 en el ge-
que sobreexprese caspasa-1 noma de las células HelLa-ICE fue detectado por
PCR de DNA gendmico, mientras que estaba ausen
Como hemos indicado anteriormente, el efecto te en la linea control HeLa-Topo (Fig. 4a). Para va-
del vector adenoviral que expresa caspasa-1 es calorar si la caspasa-1 que habiamos detectado er
paz de inducir una marcada muerte celular en lasfuncional, realizamos un ensayo de medida de la ac
distintas lineas celulares, que en algunos casos llegdividad enzimatica de ambas lineas celulares genera
a ser muy marcado y que deja una pequefia pobladas. Se trataron ambas lineas conu@@nl de cis-
cidn superviviente para continuar con los estudios platino (CDDP), las actividades enzimaticas especi-
de sensibilidad a los diversos tratamientos. Como seficas fueron de 0.06 unidades de absorbancia/mg d
observa en la Figura 2b1, la linea celular HeLa mos-proteina para HelLa-Topo tratada con cisplatino y
traba, a dosis bajas de CDDP, una diferencia de 50.21 unidades de absorbancia/mg de proteina par
veces con respecto a su control infectado con Ad-HelLa-ICE tratada con cisplatino (Fig. 4b).
Mock. Por este motivo y porque en estas células Para comparar el potencial de crecimiento, amba:s
existe la forma p45-prolCE pero no son capaces delineas celulares fueron sembradas a dia 0 (2.eh0
formar la proteasa activa, decidimos establecer unaplacas de 24 pocillos y el numero de células fue
linea celular Hela que sobreexpresara caspasa-1 pareontado a dias 1, 5, 8, 13 y 15. La Figura 6b muestr:
examinar mas profundamente la sensibilidad a la ra-como las células HeLa-ICE crecen significantemen-
dio y quimioterapian vitro. te més despacio que las control HeLa-Topaijtro,
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Fig 4) Deteccién de DNA genémico por PCR, en células HeLa-Topo y HelLa-ICE. A) Se sembfaréinld® HelLa-Topo o Hela-
ICE en placas de cultivo de 6 cm de didametro y su DNA gendmico fue extraido con el kit GenElute MAMMALIAN GENOMI
DNA KIT (Sigma Aldrich, USA) y la PCR fue realidada con el kit Opti-Prime PCR Optimization kit (Stratagene, UK) y el siguien
par de cebadores. Directo: CGGGGTACCCCATGGCCGACAAGGTCCTG; y Reverso: CTAGTCTAGATGCCCACAGACATTC
B) Actividad enzimatica de la caspasa-1. Se define la actividad especifica de la caspasa-1 como la diferencia en abisorban:
dad/hora/mg de proteina entre incubacion de muestras en ausencia y en presencia del inhibidor de caspasa-1, YVAD-FMK.

CDDP (pg/ml
A) DDP (gfml)
HeLa-Topo |’
HeLa-lce
Figura 5. A) Efecto del cisplatino en células HelLa
B) Topo o HelLa-ICE. Se trataron 2#d®lulas He-
HeLa-Topo La-Topo o HelLa-ICE con diversas concentra-
ciones de cisplatino. Cinco dias tras el trata-
HeLadce miento, el nimero de células viables fue deter-
3 minado usando un ensayo MTT. B) Efecto de la
2Gy 4Gy 6Gy 86y radiaciéon gamma en células HelLa-Topo o He-
i o ] La-ICE. Se sembraron 1€élulas HelLa-Topo o
HeLa-Topo |{@/@N @ i HelLa-ICE en una placa de 24 pocillos. Al cabo
HeLa-lce P4 de 24 horas, las células fueron sometidas a dife-
rentes dosis de radiacion gamma y al cabo de
siete dias el numero de células en el pocillo fue
determinado mediante un ensayo MTT.
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Figura 6. A) Efecto de la sobreexpresion de la caspasa-1 en la induccion de apoptosis en células HelLa. Se tratdutesHED a-
Topo o HeLa-ICE con diversas concentraciones de cisplatino. 48 horas tras el tratamiento, las células fueron fotografeuas ob:
dose una numerosa poblacion de células en suspension en el caso de HeLa-ICE que no se encontraban de la misma manera
de HeLa-TOPO .B) Efecto de la sobreexpresion de la caspasa-1 en el potencial de crecimiento de la células HeLa. Ambas lin
lulares fueron sembradas a dia 0 (2) &0 placas de 24 pocillos con suero al 10% o al 2% y el nimero de células fue contado a ¢
1,5, 8, 13y 15: Las células alcanzaron confluencia a dia 10. Estos datos presentan la media = SD de 3 experimentos.

al igual que se observa también en el crecimiento tu-aumentado desde las primeras dosis de radiacion (
moral en los ratones (Martin-Duque y col, 2005. En Gy). Con cisplatino podemos ver como este efecto
publicacion). es también muy marcado pero se encuentra mas re
lacionado con las dosis afiadidas.
La sobreexpresion de caspasa-1 sensibiliza
a radio y quimioterapia in vitro Vias de activacion de la caspasa-1
para la induccién de apoptosis
El efecto de la sobreexpresion de caspasa-1 en la
muerte celular inducida por distintos tratamientos En un estudio paralelo pudimos observar como la
fue estudiada al ser incubadas las células HeLa-ICEmarcada muerte celular existente en la linea celula
0 HelLa-Topo con diversas concentraciones de dro-HelLa-ICE, ante el tratamiento con drogas antitumo-
gas durante 5-7 dias. En la Figura 5 afiadimos un co+ales (Fig. 6a), podia estar debida a una activacion e
lorante vital a las células (MTT) al cabo de los dias, la via apoptética mitocondrial (Resultados nho mostra-
que solo tefiira a las células vivas. Se puede obserdos. Martin-Duque y col, 2005). En este trabajo se in-
var como la radiacion gamma puede matar las célu-dicaba que la sobreexpresion de la caspasa-1 amplifi
las HeLa-Topo de manera dependiente de la dosisca la via apoptoética mitocondrial inducida por CDDP,
mientras que en células HelLa este efecto esta muysin afectar la via apoptotica inducida por ligando.
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P~JNK

TI 1 -4
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Figura 7. Analisis de PCR en tiempo real de inhibidores de
HeLa-TOPO apoptosis en lineas celulares HeLa-Topo y HelLa-ICE. Se
sembraron 10 células HelLa-Topo o HelLa-ICE en placas de
= culltivo de 6 cm de diametro. Al dia siguiente, las células
=] —— Xlap fueron tratadas con 0, 0.3, 0.5 0 1 mg/ml de cisplatino y reco-
3 15 —a—claP gidas tras 18 horas de tratamiento. Se retrotranscribio 2 pg de
3 ——clapP2 RNA para realizar la PCR en tiempo real para clAP-1, clAP-
= 1o —— XIAP sdl 2, XIAP y PGK-1 (control endégeno, no mostrado). Muestras
u 5 —%—claPsd de 3 experimentos por separado fueron analizados por tripli-
° 0 T ' T —e—claP2sd cado.
0 03 05 1
CDDP {pg/ml)
HelLa-ICE
5 O Pero curiosamente este efecto en la cascada apoj
9 If":; totica fue acompafiado por un aumento en los nive-
§ 20 i CIAP2 les de los transcritos de los inhibidores de apoptosis
z 0 —— XIAP sd del tipo de XIAP, clAP1y 2 (Fig. 7). En particular
s X clAPTs existe un marcado incremento en la expresion de
' 1 |—s—clAP2sd , .
0 03 05 1 clAP2 en ambas lineas celulares a dosis de 1 mg/ml
CDDP {pg/ml) mientras que este incremento se podria observar e
HeLa-ICE desde el inicio del tratamiento.
5 10 20 40 (ug/m) 5 10 20 40 (ug/mi

P-P38

P38

Figura 8. Andlisis de la induccion de quinasas en la lineas celulares HeLa-Topo y HeLa-ICE, ante tratamientos antitursenales. S
braron 10células HeLa-Topo o HelLa-ICE en placas de cultivo de 6 cm de diametro. Al dia siguiente, las células fueron tratada
dosis de 5 a 40 mg/ml de cisplatino y recogidas tras 4 horas de tratamiento en buffer de lisis. Se separaron 20 micpygtamos de
na en geles al 10-15 % de SDS-poliacrilamida y se pasaron a filtros de nitrocelulosa mediante transferencia semiseaar-Los al
pos primarios utilizados fueron anti-p38 (1:300; Cell Signaling Technologies) y anti-JNK (1:300; Sta. Cruz).
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Ademads, a causa de la fuerte activacion de JNK ycomparado con tejido prostatico norfhaEste gru-
p38 MAPK observado en células tratadas con va- po de datos sugieren que la expresion de caspasa
rias sefiales implicadas en stress (entre las cuales sestd posiblemente regulada negativamente durant
encuentran CDDP y radiacion gamma) y que llevan la formacion de los tumores primarios de préstata.

a apoptosis, el papel de estas quinasas en la res- Por el contrario, se ha asociado un aumento de I
puesta a estos tratamientos esta siendo profundaexpresion de caspasa-1 con peor prondstico en otro
mente estudiado. Por ello decidimos estudiar sitipos de malignidades. En cancer de pancreas la sc
existia una activacion de estas quinasas en nuestrreexpresion de caspasa-1 ha sido observada en
modelo de sensibilidad a los tratamientos, al igual mayoria de las células a diferencia del tejido pan-
gue habia ocurrido en otros genes sensibilizadorescreatico normat, sugiriendo una funcién adicional
como el caso de Ela Desafortunadamente, en de la caspasa-1.
nuestro caso no pudimos observar activacion ni de Se han sugerido varias proteinas como radio y/c
JNK ni de p38 en el caso de HelLa-ICE respecto aquimiosensibilizadores en el tratamiento del cancer,
su control (Fig. 8). de hecho, varias de ellas estan siendo utilizadas e
ensayos clinicos. De ellas, el transporte de p53 me

_ ) diante adenovirus, es el caso mejor documeitado
Discusion Ademas, multiples evidencias sugieren que la altera:

cion de la funcionalidad de p53 reduce la respuests

En este estudio, describimos que la sobreexpre-a los agentes antitumoratésAsi, el reemplaza-
sion de la caspasa-1 por un adenovirus es capaz deniento usando p53, en combinacién con agentes qu:
matar un porcentaje de células infectadas. Ademasgdafian el DNA es una estrategia usada en numerosc
mostramos que la porcién de células supervivientestumored’. La proteina E1A de adenovirus tipo 5y
que expresaban caspasa-1 muestran una elevadalguno de los mutantes derivados de ella demostra
sensibilidad a la radio y quimioterapia. En el caso deron ser capaces de sensibilizar las células de carc
sensibilizacién al cisplatino, el efecto de la caspasa-noma a la radio y quimioterapia de manera indepen:-
1 es acompafiado por un aumento en los niveles daliente de p53n vitro?® e in vivo en modelos muri-
MRNA de moléculas antiapoptoéticas tales como nos®y humano¥.

XIAP, clAP1 y clAP2, pero sin observarse cambios  Estudios previos en algunas de las lineas celulare
en quinasas como JNK o p38. gue estudiamos en el presente trabajo, han sido en

Estos datos estan en concordancia a algunos repleadas para correlacionar la sensibilidad o resisten
sultados clinicos que asocian la expresion de la cascia de las diversas lineas a los tratamientos antitu:
pasa-1 con una respuesta favorable a la quimioteraimorales con factores genéticos descritos en la litera
pia. En leucemia mieloide aguda, la expresion ele-tura? 33 Algunas de estas vias genéticas involucran
vada de caspasa-1 era indicativa de una buena reggenes tan distintos como los de la familia de las IAP
puesta clinica a la quimioterap@mun pronéstico fa-  (clAP1 y 2., XIAP), mutaciones en p53, miembros
vorable. Altos niveles de caspasa-1 han sido correla-pro y antiapoptoéticos de la familia de Bcl-2 (Bax.,
cionados con regresion espontanea en neuroblastoBcl-2 o Bcl-xl), la dependencia a andrégeno o no, el
ma3 24 También, concentraciones séricas de caspa-estado intrinseco de caspasa-1. Ni el tipo de tumor ¢
sa-1 en pacientes con osteosarcoma de alto gradalguno de los factores estudiados, incluyendo la ex:
mostraban una buena correlacion a la quimiotera-presion de la caspasa-1 fue correlacionado con I
pia?®. En este estudio, los niveles séricos de caspasarespuesta mostrada por las lineas celulares a los d
1 eran mayores en pacientes con buenos grados deersos tratamientos.
regresion que en aquellos pacientes que era*®malo  El efecto en la cascada apoptoética fue acompafia
Del mismo modo, los altos niveles de expresion de do por un aumento en los niveles de los transcritos
caspasa-1 observados en los tumores astrogliales dde los inhibidores de apoptosis del tipo de XIAP,
bajo grado fueron observados en areas apoptoticaglAPL y 2. En particular, existe un fuerte incremen-
de tumores con mayor superviverigiadJn estudio to en la expresion de clAP2 en ambas lineas celula
inmunohistoquimico reveld que la mayoria de los res a dosis de 1 mg/ml, mientras que este aument
tumores de préstata primarios no expresan caspasa-&n la sefial ya se podria observar en HeLa-ICE des
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de el principio del tratamiento. Esta marcada expre- Agradecimientos

sion de clAP2 ante darfio existente a la linea celular
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respecto a su control debe ser también anterior y deel trabajo. Las investigaciones en los laboratorios de los

mayor intensidad.
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Ademas, y al igual que en el caso del gen adeno-grama Ramén y Cajal del Ministerio de Educacién y
viral Ela, este efecto sensibilizador parece ser inde-Ciencia de Espaiia y la Universidad Francisco de Vitoria.

pendiente de p53, ya que en el caso de la linea celu-
lar HelLa, en la cual existe un efecto sensibilizador
muy marcado, p53 se encuentra inactivada por E6
de HPV.

Otras de las vias que han sido implicadas en la
apoptosis inducida por cisplatino o radiacion gamma
seria la activacion de ciertas quinasas, como jun qui-
nasa (JNK) o p38. Pero como se ha descrito previa-
menté* el gen supresor de tumores p53, que es esen-
cial para la apoptosis inducida por radiacion, es un
sustrato de JNKn vivo, y por lo tanto en ausencia de
p53, no se produce activacién de JNK. Ademas, tam-
bién se ha descritbque la inducciéon de JNK es in-
dependiente de Caspasa-1. Estos resultados estan de
acuerdo con los datos descritos en este articulo en los?-
que no se puede ver diferencias en JNK pese al efec-
to sensibilizador producido por Caspasa-1 y sugieren
gue la activacién de JNK esta o por encima de la cas-
cada o independiente de la activacidén de proteasas ti- o,
po ICE. De igual manera, tampoco se pudo ver acti-
vacién de p38, pero como se ha publicado con ante-
rioridad, la radiacién gamma no induce siempre JNK
0 p38 en todas las lineas celul&tes

La caspasa-1 ya ha demostrado algun efecto en
terapia experimental de cancer. El transporte de cas-
pasa-1 por retrovirdsy adenovirusindujo apopto- 4.
sis que se pudo relacionarvivo con un efecto anti-
tumoral. Comparando estos resultados con nuestras
observaciones, se demuestra el potencial de la cas->-
pasa-1 para protocolos de terapia génica en donde el
transporte de caspasa-1 podria ser usado en combi-6
nacion con quimio o radioterapia. '

En conclusion, proponemos el uso de la caspasa-1
como radio y quimiosensibilizador en protocolos de
terapia génica, posiblemente combinando los vecto- 7-
res con promotores selectivos tumorales o de tejido
para evitar efectos indeseables en otros tejidos. En
este contexto, un buen candidato seria el cancer deg
préstata primario, ya que ademas de que existen
promotores especificos para este tumor, la expresion
de caspasa-1 es practicamente inexistente
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