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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ATM: Proteina quinasa ataxia telangiectasia mutada

ATR: Proteina ataxia telangiectasia relacionada con Rad3

Bad: Proteina agonista de la muerte celular asociada a BCL2
Bak: Proteina antagonista/asesina de BCL-2

Bax: Proteina X asociada a BCL-2

Bcl-2: Proteina de linfoma de células B 2

Bcl-XL: Proteina de linfoma de células B extragrande o Proteina similar a BCL-2 1
Bcl-W: Proteina similar a BCL-2 2

Bim: Proteina similar a BCL-2 11

CDK: Quinasas dependientes de ciclina

CDKI: Proteinas inhibidoras de las CDK

Chk1: Proteina quinasa de punto de control 1

Chk2: Proteina quinasa de punto de control 2

CIP proteina que interacttiia con la CDK

DDR: Respuesta al dafio del ADN

DiOCyg(3): 3,3'dihexiloxalocarbocianina

DKO: Doble knock-out (dos genes defectivos)

INK4: inhibidores de CDK4

KIP: proteina inhibidora de quinasas

Mcl-1: Proteina de diferenciacion celular de la leucemia mieloide inducida
MOMP: Permeabilizaciéon de la membrana externa mitocondrial
Noco: Nocodazol

OXAL: Oxaliplatino

PBS: Tampon salino fosfato

PI: Yoduro de propidio

pRb: Proteina del retinoblastoma

TKO: Triple knock-out (tres genes defectivos)

TNFR: factor de necrosis tumoral

WT: Wild type (tipo salvaje)



RESUMEN

El ciclo celular conlleva una secuencia ordenada de acontecimientos. Deberia ser un
proceso libre de errores. Para ello existe una compleja red de proteinas que cuando se
producen errores durante el ciclo celular se conducen a la detencién de este de manera
transitoria (quiescencia) o permanente (senescencia). Si el error es grave y los puntos
de control del ciclo celular funcionan, se produce la muerte celular mediante la activacion
de programas de muerte celular.

Las proteinas multidominio proapoptéticas de la familia BCL2, Bax, Bak y Bok, son
conocidas por su papel en la via intrinseca de la apoptosis. Aqui, hemos comprobado
como las células de ratdn que carecen de Bax y Bak (doble knockout, DKO) y de Bax,
Bak y Bok (triple knockout, TKO) son resistentes a la muerte celular tras la induccion de
dafio en el ADN. Sin embargo, estas células DKO y TKO son sensibles a la muerte
celular tras la induccion de la tetraplodia. También hemos confirmado que las células
DKO tetraploides tienen menor capacidad proliferativa y aumentan sus niveles de
senescencia tras la tetraploidizacion. Sorprendentemente, tanto la capacidad
proliferativa como los niveles de senescencia se revierten cuando se afiade la ausencia
de Bok (células TKO).

La inestabilidad gendmica y la resistencia a la muerte celular son algunas de las
caracteristicas del cancer. La diferente expresion de las proteinas proapoptoticas
multidominio parece afectar a la inestabilidad gendémica favoreciendo, o no, la aparicion
de células tetraploides y a la muerte celular inducida por agentes quimioterapéuticos
inductores de dafio al ADN o inhibidores de microtubulos.

INTRODUCCION
CICLO CELULAR
Fases del ciclo celular

El ciclo celular eucariota se divide en cuatro fases secuenciales: Gy, S, G2 y M. A las
fases Gi, S y G, se las denomina, en conjunto, interfase. La duplicacién de los
cromosomas sucede en la fase S (S de sintesis del ADN). La segregacién de los
cromosomas Y la division celular ocurren en la fase M (M de mitosis). En la fase M
acontecen dos eventos: la divisién nuclear o carioquinesis y la division citoplasmética o
citoquinesis (1-3). Las fases G1 y G, cuyo nombre viene del inglés “gap” (intervalo), son
las fases necesarias para que la célula pueda comprobar que las condiciones son
adecuadas antes de que comiencen la sintesis de ADN y la mitosis en las fases Sy M,
respectivamente. La fase G: separa la finalizacion de la fase M de la iniciacion de la fase
S. Durante esta fase, la célula lleva a cabo su metabolismo normal, creciendo hasta
alcanzar un tamafio critico que le dara la sefial para pasar a la fase S. Mientras, la fase
G, separa la fase S y la M (4,5). Durante esta fase, los centrosomas se replican y
permiten que la mitosis continde.

Las células no proliferativas de los eucariotas multicelulares suelen entrar en el estado
qguiescente Go y pueden permanecer quiescentes durante mucho tiempo, o incluso
indefinidamente (lo que es habitual en las neuronas). Esto es muy frecuente en las
células totalmente diferenciadas. Sin embargo, otras células nunca entran en la fase Go,
sino que contindan dividiéndose durante toda la vida del organismo (por ejemplo, las
células epiteliales). Por otro lado, cuando las condiciones no son favorables, las células
retrasan su progresion a través del ciclo celular hasta que las condiciones sean las
adecuadas. Este sistema de vigilancia esta controlado por los puntos de control del ciclo
celular (2,3,5) (Figura 1).
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Control del ciclo celular

Los puntos de control del ciclo celular son mecanismos de vigilancia que controlan que
los principales acontecimientos del ciclo celular sigan un orden determinado y sin fallos.
Entre estos acontecimientos se incluyen el crecimiento hasta el tamafio celular
adecuado, la replicacion e integridad de los cromosomas, y su segregacion precisa
durante la mitosis. El sistema de control del ciclo celular desencadena la progresion del
ciclo celular en tres puntos de control principales (6): 1) punto de control Gi1 o de
restriccion al final de la fase Gi, la célula se enfrenta a la "eleccion" de proseguir el ciclo
celular y duplicar los cromosomas o salir del ciclo celular para entrar en quiescencia; 2)
punto de control G2, en el que se desencadenan los acontecimientos mit6ticos iniciales
que conducen a la alineacién de los cromosomas en el huso mitético durante la
metafase; 3) punto de control M o de transicion de metafase a anafase, cuando el
sistema de control estimula la separacién de las cromatidas hermanas, conduciendo a
la finalizacion de la mitosis (Figura 2) (7). En estos puntos de control se detiene el
progreso del ciclo celular si cualquier ADN cromos6émico se dafia o si ciertos procesos
no se completan de forma correcta, como la replicacion del ADN durante la fase S o la
alineacion cromosémica durante la fase M. Si el dafio al ADN es irreparable se induce
la salida del ciclo celular o de la muerte celular. De esta manera se impide la
acumulacién y la propagacion de errores genéticos durante la division (7,8).
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Las quinasas dependientes de ciclina, o CDKSs, son las enzimas que regulan el correcto
desarrollo del ciclo celular. Las CDKs, a su vez, estan controladas por las proteinas
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ciclinas (8). Existen diferentes complejos CDK-ciclinas que actuan en distintas etapas
del ciclo celular (5) (Figura 2). La transicion de G; a S esta bajo el control de los
complejos ciclina D-CDK4,6 y ciclina E-CDK2. El complejo ciclina A-CDK2 actla en la
fase S. Ademas de iniciar la sintesis del ADN, este complejo garantiza que el ADN se
replique una vez por ciclo celular (7). La entrada en la mitosis en el punto de control
G2/M esta regulado por ciclina B-CDK1.

La actividad de las CDK también esta regulada negativamente por pequefias proteinas
inhibidoras de CDK, o CDKI (6). Existen dos principales familias de proteinas inhibidoras
de CDK. Por un lado, la familia de proteinas CIP/KIP (proteina que interactia con la
CDK/proteina inhibidora de quinasas, respectivamente) incluye p21°(también llamado
inhibidor CDK 1A o CDKN1A), p27¢P1 (CDKN1B) y p57¥P2 (CDKN1C) que se unen a los
complejos ciclina-CDK, formando trimétricos inactivos y blogueando los complejos
ciclina-CDK (ciclina E-CDKZ2, ciclina A-CDKZ2, ciclina B-CDK1 y, posiblemente, ciclina D-
CDK4 y ciclina D-CDK®). Por otro lado, la familia de las proteinas INK4 (inhibidores de
CDK4) incluye p16M™K4A — p15INKaB — n1gINKAC y p1QINK4D - |Jos cuales se unen
especificamente a CDK4 o CDKG®, inhibiendo su actividad quinasa (9). De todos ellos,
los mas relevantes son p21°'1, p27XIP1, p16'NK4A y p15™NK4B | g proteina p21¢'*?, las mas
ampliamente estudiada. Desempefia un papel importante en la respuesta de las células
al dafio en el ADN. Se une a todos los complejos ciclina-CDK (ciclina-CDK2, -CDK1y -
CDK4/6) e inhibe su actividad y, como resultado, las células se detienen en las fases
Gi1, Sy Ga. Las células con un alto nivel de p21¢P! entran en un estado Go/quiescente.
La proteina p27¥'"! se une a los complejos ciclina E-CDK2 o ciclina D-CDK4 e impide
su activacién. El aumento de los niveles de la proteina p27¢?! detiene o ralentiza el ciclo
celular en la fase Gi. La proteina p16'NK4A es una proteina que ralentiza la division celular
al frenar la progresion del ciclo celular de la fase G1 a la fase S mediante la inhibicion
de CDKA4. La proteina p15™¢“B forma un complejo con CDK4 o CDK6, e impide la
activacion de las quinasas CDK por la ciclina D, por lo que la proteina funciona como un
regulador del crecimiento celular que inhibe la progresion del ciclo celular G; (2) (8,10).

Esta completamente demostrado que las células cancerosas mantienen una
sefalizacion aumentada de las CDK, interrumpiendo los reguladores del ciclo celular,
como las CDKI, lo que conduce a aumento de ciclos celulares, la proliferacion celular y
la inestabilidad gendémica y cromosémica (9). En los canceres humanos se encuentran
mutados con frecuencia los genes que codifican las CDKI (10). Se cree que p21¢rt y
p27XP1 suprimen el crecimiento tumoral y detienen la progresién del ciclo celular en las
transiciones G1/S y G»/M mediante la inhibicién de las quinasas ciclina-E/A-CDK2 (9).

Ploidia

La mayoria de las especies nucleadas (eucariotas) son diploides (2n), lo que significa
gue tienen dos juegos completos de cromosomas, cada uno heredado de cada
progenitor. Los organismos y células poliploides son aquellos que contienen un nimero
de cromosomas multiplo del nimero haploide (n), superior a dos pares de cromosomas
homdlogos. Los organismos en los que hay un nimero anémalo de cromosomas (es
decir, un determinado cromosoma 0 segmento cromosOmico esta infra- o sobre-
representado) se consideran aneuploides. Por lo tanto, la poliploidia se refiere a un
cambio numérico en todo el conjunto de cromosomas, mientras que la aneuploidia se
refiere a la pérdida o ganancia de uno o mas cromosomas (11). Se considera que las
células aneuploides, caracteristicas del cancer, derivan de las células tetraploides. Las
células tetraploides tienen el doble de cromosomas que las diploides, es decir, dos pares
(4n) de cromosomas homoélogos. La tetraploidizacion puede ser el resultado de:

- Fusion celular (Figura 3), de manera que se generan células multinucleadas

gue se mantienen detenidas en la fase G: del ciclo celular (12).



- Endorreplicacion (Figura 4), se ha replicado el ADN dos veces consecutivas
sin division por mitosis (13).

- Endomitosis (Figura 5), células con cromosomas duplicados no logran
completar la cariocinesis (division nuclear) o la citocinesis (division celular) y
abortan la mitosis (13).

Cell fusion

Figura 3. Fusion celular. Las células
tetraploides binucleadas (2x 2n) pueden
surgir en presencia de estrés mecanico, o
de proteinas virales fusogénicas.
Adaptado de Davoli et al. Annual Review
of Cell and Developmental Biology, 2011
(14).
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Figure 4. Endorreplicacion. La
endorreplicacion se produce cuando una
célula diploide, habiendo duplicado
normalmente su ADN y sus centrosomas,
no consigue entrar en mitosis. Esto da
lugar a la formacion de una célula
tetraploide  mononuclear con  dos
centrosomas Adaptado de Davoli et al.
Annual Review of Cell and Developmental
4N G1 cell with Biology, 2011 (14)
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Figura 5. Endomitosis. La no finalizacién
de la division celular debido al fracaso de
la citocinesis (a) o la salida temprana de
la mitosis sin cariocinesis (b) conduce a la
generacion de células tetraploides.
Adaptado de Davoli et al. Annual Review
of Cell and Developmental Biology, 2011
(14)

4N G1 cell with
two centrosomes

Aungue la mayoria de las células de los mamiferos son diploides, pueden encontrarse
células multinucleadas y endoploides con una frecuencia relativamente alta (0,5-20%),
especialmente en tejidos altamente proliferativos (15). En humanos, se ha observado
tetraploidia en megacariocitos y algunas células del higado (16). En algunos escenarios
fisioldégicos (como la repoblacion del higado con células derivadas de la médula ésea),



los intermedios poliploides generados por fusiones celulares pueden recuperar un
genoma diploide y proliferar (17). Sin embargo, las células tetraploides no fisiolégicas
recién formadas normalmente mueren por apoptosis a través del punto de control de la
tetraploidia (18)

RESPUESTA AL DANO EN EL ADN

Diversos factores enddgenos (por ejemplo, las especies reactivas de oxigeno (ROS) y
los radicales libres (FR) resultantes del estrés oxidativo) y exdgenos, como las
radiaciones (UV, rayos X, rayos y) y ciertos agentes quimicos (polucion, quimioterapia,
pesticidas, tabaco, etc.), suponen un serio reto para las células a la hora de mantener
la integridad del genoma. Estos factores pueden provocar diferentes lesiones en el ADN:
discordancia de bases, rotura de cadena simple, rotura de doble cadena, enlaces
cruzados entre filamentos o aductos voluminosos/enlaces cruzados entre filamentos,
gue pueden conducir a la inestabilidad gendmica (Figura 6). Estas lesiones en el ADN
provocan una detencion del ciclo celular y la activacion de las vias de reparacién para
eliminar el dafio del ADN antes de pasar a las siguientes fases del ciclo celular. El ciclo
celular se detiene inhibiendo de forma directa e indirecta los complejos ciclina-CDK (10).
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Figura 6. Diferentes factores enddgenos y exdgenos inducen distintos tipos de dafio al ADN (adaptado de
la aplicacion BioRender).

Las roturas de doble cadena (DSB), principalmente, y las roturas de cadena simple
(SSB) son las lesiones genéticas mas conocida en el hombre. La aparicién de roturas
de doble cadena de ADN desencadena una rapida respuesta de sefializacién que
depende de la proteina quinasa ataxia telangiectasia mutada (ATM), mientras que las
roturas de cadena simple desencadenan la via de sefializacion mediada por la proteina
ataxia telangiectasia relacionada con Rad3 (ATR). La activacion de ambas, ATM y ATR,
induce la fosforilacion de la histona H2AX (yH2AX), la cual se utiliza como marcador de
dafio en el ADN. La ATM activada fosforila a su vez a la proteina quinasa punto de
control 2 (Chk2) y ATR a la proteina quinasa punto de control 1 (Chk1). A su vez, Chk2
activa al factor de transcripcion TP53 y Chk1 a la fosfatasa del control de la divisién
celular 25 (CDC25) (7,19). Finalmente, la respuesta al dafio en el ADN resulta en la
muerte celular (mediada principalmente por TP53) o en la detencién transitoria del ciclo
celular. Durante esta parada puede repararse el dafio en el ADN y la reanudacion de la



proliferacion, o la senescencia celular causada por la persistencia del dafio en el ADN
no reparado (6,7,19) (Figura 7).
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En definitiva, la severidad del dafio en el ADN decide el destino de la célula. Las células
pueden volver a entrar en el ciclo celular, salir permanentemente del ciclo celular y
volverse senescentes, o sufrir apoptosis. En la fase G; prerreplicativa si la célula no
sufre apoptosis, la detencién del ciclo celular es reversible (quiescencia) o irreversible
(senescencia). En cambio, en las fases S y G, la detencién a largo plazo resulta
principalmente en una salida irreversible del ciclo celular del ciclo celular a través de la
senescencia o la apoptosis (7).

SENESCENCIA

La detencion del ciclo celular se clasifica, principalmente, como quiescencia o
senescencia. La quiescencia es un estado no proliferativo reversible. Las células pueden
volver a entrar en el ciclo celular tras la reversion de las sefiales de dafio que han
provocado su parada. (20). Las células senescentes se caracterizan por una detencion
del ciclo celular prolongada y generalmente irreversible. La senescencia implica una
salida permanente del ciclo celular en respuesta de estrés celular persistente
desencadenado por la activacibn de oncogenes, dafio al ADN, la disfuncién
mitocondrial, alteraciones de la cromatina, o el deterioro de la biogénesis de los
ribosomas. Estas alteraciones van a provocar la activacion de distintos CDKI (que ya
hemos visto anteriormente), una mayor secrecion de factores proinflamatorios y de
remodelacién tisular, la induccion de genes antiapoptéticos, la alteracion de las tasas
metabdlicas y el estrés del reticulo endoplasmico (21). Las células senescentes
producen un secretoma complejo conocido como fenotipo secretor asociado a la
senescencia (SASP) y experimentan cambios caracteristicos que incluyen alteraciones
transcripcionales, epigenéticas, morfoldgicas y alteraciones metabdlicas (20,22). SASP
se caracteriza por la secrecion de altos niveles de citoquinas inflamatorias, moduladores
inmunitarios, factores de crecimiento y proteasas (22). Inicialmente el SASP es
inmunosupresor (caracterizado por TGF-B1 y TGF-B3) y profibrético, pero progresa
hasta convertirse en proinflamatorio (caracterizado por IL-18, IL-6 e IL-8) y fibrolitico
(22).

La senescencia tiene muchas funciones fisiolégicas en el desarrollo (por ejemplo, la
morfogénesis renal), la homeostasis de los tejidos (por ejemplo, la cicatrizacion de



heridas) y el envejecimiento (20). Ademas, la senescencia funciona como un importante
salvaguarda contra la proliferacion celular incontrolada y el cancer debido a la
permanencia de la detencién del crecimiento (20).

APOPTOSIS

La apoptosis es la secuencia organizada de fendbmenos que conduce a la muerte de la
célula. Es un proceso limpio y ordenado caracterizado por la reduccion general del
volumen de la célula 'y su ndcleo, pérdida de adhesién a las células contiguas, formacién
de vesiculas en la superficie celular, fragmentacion de la cromatina y fagocitosis de los
restos. La apoptosis puede iniciarse por estimulos externos siguiendo la via extrinseca
o por estimulos internos siguiendo la via intrinseca (8). La via extrinseca esta mediada
por receptores (fundamentalmente receptores de muerte que pertenecen a la
superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR). Los receptores de
muerte mejor caracterizados son Fas y TNFR1 (Tumor Necrosis Factor Receptor-1). A
estos receptores se unen sus correspondientes ligandos. A estos se asocian unas
moléculas adaptadoras que actian como cofactores desencadenando la activacién de
caspasa 8, que es un activador, a su vez, de la cascada de caspasas ejecutoras. La via
intrinseca se desencadena por los estimulos estresantes del interior de la célula, como
los oncogenes, el dafio al ADN, la hipoxia y la privacion de factores de supervivencia.
TP53 es un sensor de estrés celular y es un activador critico de la via intrinseca. TP53
inicia la apoptosis mediante la activacion transcripcional de los miembros proapoptoticos
de la familia Bcl2 y la represion de las proteinas antiapoptoticas Bcl2 (8). Se caracteriza
por la liberacién de citocromo ¢ de la cadena respiratoria de las mitocondrias y la
activacion de la caspasa 9, que es una caspasa iniciadora de la cascada de las caspasas
efectoras, especialmente caspasa 3.

Familia de proteinas Bcl-2

La familia de proteinas Bcl-2 (“B-cell ymphoma 27, linfoma de células B2) es conocida
por su relevancia en la regulacion de la via intrinseca de la apoptosis. Estas proteinas
estan definidas, en parte, por la estructura de sus cuatro regiones denominadas
dominios de homologia Bcl-2 (BH1, BH2, BH3 y BH4). Esta familia se puede clasificar
en dos subfamilias, las proteinas proapoptéticas y las proteinas antiapoptéticas,
dependiendo de si inducen o inhiben la apoptosis, respectivamente (23,24). La
subfamilia antiapoptética, donde se incluyen las proteinas Bcl-2, Bel-xL, Bel-w y Mcl-1,
conservan todos los dominios (BH1-4). Las proteinas proapoptéticas se subdividen, a
su vez, en dos categorias: las proteinas proapoptoticas multidominio (BH1-3), a la que
pertenecen Bax, Bak y Bok; y las proteinas proapoptéticas que sélo tienen el dominio
BH3 (por ejemplo, Bim, Bid, Bad, Puma y Noxa) (25,26). Se ha demostrado que estas
proteinas tienen, ademas, funciones importantes en la regulacién de otras funciones
celulares (27), como en el metabolismo celular (28), afectan a los flujos de Ca?*
(especialmente a nivel del reticulo endoplasmico) (29,30), influyen en el avance del ciclo
celular (31) y son capaces de regular la macroautofagia (32), entre muchas otras.

Las proteinas Bax y Bak, son conocidas por su importante papel en la induccion de la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP), que es el paso limitante
de la via intrinseca de la apoptosis (25,26). Bax y Bak se encuentran en la membrana
mitocondrial externa unidas fuertemente a Bcl-2. Cuando se liberan, forman oligémeros
que generan poros en la membrana mitocondrial externa permitiendo la liberacién al
citosol proteinas mitocondriales como el citocromo c (8). Bax y Bak también se localizan
en el reticulo endoplasmatico (RE) para regular la via intrinseca de la apoptosis. La
transferencia de Ca?* desde el RE a las mitocondrias es un factor critico que contribuye
a la apoptosis. En este sentido, Bax y Bak son necesarias para mantener las



concentraciones homeostaticas de Ca?" en el RE (33) . La inhibicién de Bax y Bak
confiere a las células la capacidad de resistir la muerte por apoptosis (25,26). Por su
lado, Bok fue descubierta hace 25 afios y es la mas desconocida de las proteinas
proapoptéticas multidominio. En los Ultimos 5 afios han aumentado los indicios sobre el
papel de Bok en la proliferacion celular, la autofagia, la fisiologia mitocondrial, la
homeostasis del RE y la modulacién de la respuesta a estrés del RE (“unfolded protein
response” o UPR) (34). En cuanto a su importancia en la apoptosis, se sabe que Bok se
localiza en el RE donde se une al receptor de inositol 1,4,5-trisfosfato (IPsR) y que es
necesario para los niveles basales de Ca?* mitocondrial y la transferencia de Ca?* desde
el RE ala mitocondria (35). De hecho, las células humanas o de ratén que carecen tanto
de Bax como de Bak (debido a un doble knockout, DKO) son resistentes a la MOMP y
a la induccion de la muerte celular (23,24).

La apoptosis desempefia un papel fundamental en la regulacién del desarrollo y la
homeostasis de los tejidos. La ausencia de Bax y Bak provoca una profunda resistencia
a la apoptosis, pero Bax y Bak también son esenciales para el desarrollo normal de
mdltiples tejidos. En los ratones Bax’Bak’” (DKO) se ha observado una elevada
mortalidad perinatal y solo el 10% de los ratones llegan a la edad adulta. Los ratones
DKO presentan espermatogénesis defectuosa, vagina imperforada y tejido interdigital,
asi como anomalias neuroldgicas y exceso de células en los sistemas nervioso y
hematopoyético, lo que se traduce en un mayor tamafo del cerebro y un aumento de
los 6rganos linfoides (36). No se ha descrito una eliminacién similar de dos copias de
Bax y Bak en humanos, aunque se han descrito cambios en los niveles de expresion de
la proteina y mutaciones. Se han observado mutaciones en Bax y Bak en varios tipos
de cancer humano, en particular en el 40% de los canceres gastrointestinales (37,38),
y en varios tipos de linfoma no Hodgkin de células B indolente (39). Se ha comprobado
una disminucién de la expresién de Bax y Bak en enfermedades autoinmunes como la
enfermedad de Graves o la Ataxia telangiectasia (40). Algunos estudios muestran un
papel critico de Bak y un papel auxiliar de Bax en la tolerancia inmunologica y por lo
tanto en la prevenciéon de enfermedades autoinmunes (41).

CARACTERISTICAS DEL CANCER

En el afio 2000 Hanahan y Weinberg definieron las caracteristicas del cancer como las
capacidades funcionales adquiridas que permiten a las células cancerigenas sobrevivir,
proliferar y diseminarse. Las caracteristicas incluian la capacidad de mantener la
sefalizacion proliferativa, resistir la muerte celular, inducir la angiogénesis, permitir la
inmortalidad replicativa, activar la capacidad invasiva y metastasica y evitar los
supresores del crecimiento (42). En el afio 2011 propusieron que esta adquisicion es
posible gracias a dos nuevas caracteristicas: la inestabilidad gendmica y el estado
inflamatorio. El desarrollo de inestabilidad genémica en células cancerosas es lo que
genera las mutaciones aleatorias que permite la adquisicion de estas mismas
caracteristicas. Las anomalias genéticas pueden estar relacionadas con la estructura
cromosémica, incluyendo duplicaciones, deleciones o translocaciones de fragmentos
cromosomicos, o también pueden estar relacionadas con el nimero de cromosomas,
dando lugar a cariotipos subdiploides (<2n) o hiperploides (>4n). Por su lado, el estado
proinflamatorio hace que se promueva la progresion tumoral (43) (Figura 8).
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Figura 8. Caracteristicas del cancer. Modificado de Hanahan y Weinberg, Cell, 2011 (43)

Inestabilidad genémicay tetraploidia

La poliploidizacion se ha asociado a enfermedades humanas como el cancer (44). Las
células cancerosas permiten numerosas alteraciones genéticas y epigenéticas. Esta
condicion de inestabilidad gendmica favorece la adquisicion de un fenotipo cada vez
mas agresivo. Uno de los mecanismos subyacentes a la inestabilidad genémica implica
una fase transitoria de poliploidizacion, que en la mayoria de los casos es una fase de
tetraploidizacién (45). La tetraploidia actla como un generador de inestabilidad
gendmica ya que las células tetraploides son propensas a ganar o perder cromosomas
progresivamente durante los sucesivos ciclos de mitosis (46) dando lugar a las células
aneuploides caracteristicas de cancer agresivo. Es decir, las células poliploides
contribuyen a la tumorigénesis o a la progresion del cancer, al promover la aneuploidia
y la inestabilidad cromosomica (44).

En la mayoria de los tipos de células, no se toleran variaciones significativas en el estado
diploide y las células tetraploides, asi como las de orden superior, mueren al generarse
(45) . Sin embargo, se ha observado tetraploidia en canceres bronquiales, esofagicos,
gastricos, de mama, colorrectales, de ovario, de cuello de Utero y de prostata,
correlacionandose con la inactivacion de los supresores tumorales TP53 y la proteina
del retinoblastoma pRb (14). Aproximadamente una quinta parte de los canceres
humanos se caracterizan por la aneuploidia con un nimero de cromosomas superior al
normal (47). La aneuploidia, que es una caracteristica casi constante de los canceres,
puede ser el resultado de un evento de duplicacion del genoma, seguido de la pérdida
progresiva de cromosomas debido a una mala segregacion de estos durante la anafase
(46). Hay mudltiples datos que apuntan en esta direccién. En primer lugar, un amplio
estudio de caracterizacion del genoma de mdultiples tumores soélidos reveldé que
aproximadamente el 40% de estos canceres, incluidos los tumores con contenido de
ADN casi diploide, experimentaron al menos un evento de duplicacion del genoma
durante su evolucion (58-60). En segundo lugar, las células tetraploides se encuentran
en las primeras etapas de los canceres, asi como en lesiones premalignas como el
esOfago de Barret (47). Esta cascada de "poliploidizacién-depoliploidizacién” se evita
normalmente mediante mecanismos de control de oncosupresores autbnomos de las
células (46,48-50). La inactivacion de TP53 (51) asi como la pérdida de p21°"** (52), y
Bax (18), entre otros, hacen posible la tetraploidizacion (Figura 9).
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Figura 9. Progresion de la ploidia en la oncogénesis. Las células diploides sanas pueden convertirse en
tetraploides como resultado de la endorreplicacion, los errores mitéticos y la fusion célula-célula. La
ausencia de TP53 no so6lo es permisiva para la supervivencia, sino también para las divisiones asimétricas
multipolares de las células tetraploides.

Se ha sugerido la existencia de un "punto de control de la tetraploidia” que impida la
produccién o propagacion de células (53). El "estrés oncogénico" puede desencadenar
una serie de programas intrinsecos de supresién de tumores, algunos de los cuales
estan relacionados con la respuesta al dafio del ADN. Por ejemplo, el estrés oncogénico
y el dafio en el ADN pueden inducir la senescencia celular o la apoptosis (54,55),
ambos mecanismos que impiden la proliferacion de las células (pre)malignas vy
aumentan la susceptibilidad de las células cancerosas a la actividad citotéxica del
sistema inmunitario innato y/o adaptativo (56,57)

Proliferacién y senescencia en el cancer

El rasgo principal de las células cancerosas es su proliferacion cronica. Los tejidos
sanos controlan la liberaciéon de sefiales que permiten la progresion a través del ciclo
celular asegurandose del mantenimiento de la arquitectura y funcionamiento correcto
del tejido. Las células cancerosas desregulan estas sefiales de crecimiento. Las células
cancerosas pueden producir ligandos del factor de crecimiento y expresar receptores
afines (58,59); asi mismo, pueden enviar sefiales para estimular a las células sanas del
estroma del tumor para que estas suministren a las células cancerosas factores de
crecimiento (60), y elevar la cantidad de receptores en superficie, aumentando asi su
respuesta a los factores de crecimiento. Por otro lado, puede existir una activacion
constitutiva de las vias de sefializacibn de manera que esta activacion sea
independiente de los factores de crecimiento.

Los primeros estudios sobre los oncogenes determinaron que el aumento de la
expresion de estos y de sus proteinas correspondiente aumentaban la proliferacion de
las células cancerosas y, por tanto, el crecimiento del tumor. Sin embargo, las Ultimas
investigaciones han concluido que esto no es siempre asi, ya que un aumento de las
oncoproteinas RAS, MYC y RAF puede inducir a la apoptosis 0 a la senescencia celular
(54,61,62). Las células con caracteristicas senescentes (citoplasma agrandado,
expresion de B-galactosidasa, ausencia de proliferacion) son abundantes en tejidos que
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sobreexpresan oncogenes (61,62). Esta respuesta es el reflejo de los mecanismos de
defensa celular para eliminar las células cancerosas con niveles excesivos de
sefalizacion oncogénica. Alternativamente, ciertas células cancerosas son capaces de
adaptarse a estos altos niveles de sefalizacion oncogénica y desactivar la induccién a
la apoptosis o0 senescencia (43).

Resistencia a la apoptosis en el cancer

En las dos Ultimas décadas se ha establecido que la muerte celular programada por
apoptosis sirve como una barrera natural para el desarrollo del cancer (54,63,64). La
apoptosis en las células cancerosas se desencadena en respuesta a diferentes
tensiones fisiolégicas dadas durante la tumorigénesis o como debido a la terapia
anticancerigena. Actualmente, la via intrinseca de la apoptosis es la mas ampliamente
implicada como una barrera para la patogénesis del cancer. En las células cancerosas
el dafio al ADN asociado a la hiperproliferacion y los desequilibrios de sefializacion
provocados por niveles elevados de sefializacion oncogénica son eventos estresantes
gue inducen apoptosis. Sin embargo, otras investigaciones han revelado que, en
aguellos tumores que progresan a estados de alto nivel de malignidad y que resisten a
la terapia, la apoptosis esta atenuada (54,63). Las células tumorales desarrollan una
serie de estrategias para limitar o eludir la apoptosis. La estrategia mas comun que
desarrollan las células tumorales para limitar la apoptosis es la perdida de TP53.
También, las células cancerosas pueden ver aumentada la expresion de proteinas
antiapoptéticas (Bcl-2, Bcl-xL), disminuir la expresion de factores proapoptoticos (Bim,
Puma, Bax) o evitar la via extrinseca de la apoptosis.

La deficiencia de Bax, asi como una sobreexpresion de Bcl-2, favorecen la
supervivencia de las células tetraploides, con una eficacia similar en ausencia de TP53
0 p21°PL, Las células tetraploides muestran un incremento en los niveles de apoptosis
espontanea, debido al punto de control de la tetraploidia mediado por TP53. La inhibicion
de TP53 disminuye la apoptosis espontanea de las células tetraploides. Ademas, las
células tetraploides son mas resistentes a los inductores del dafio en el ADN que las
células diploides. Esta resistencia desaparece, igualmente, cuando TP53 ha sido
inhibido (65). Recientemente, nuestro laboratorio ha demostrado que las células
tetraploides deficientes en Bax y Bak (células DKO) no son capaces de proliferar (66)

HIPOTESIS

Bax y Bak son bien conocidos por su importante papel en la via intrinseca de la
apoptosis. Asi, las células deficientes en Bax y Bak muestran resistencia a la apoptosis
inducida por tratamientos anticancerigenos. Sin embargo, la apoptosis es también un
mecanismo presente en el desarrollo embrionario. Los ratones knock-out de Bax y Bak
se caracterizan por un exceso de células en el sistema inmune y en el sistema nervioso
central. Ademas, se ha observado, en los pocos ratones que consiguen alcanzar la edad
adulta, que no desarrollan cancer. Por primera vez, se ha descrito recientemente, el
hallazgo inesperado de que Bax y Bak son necesarias para la expansion de las células
tetraploides generadas a causa de una mitosis fallida, lo que apoya la idea de que Bax
y Bak no son solo proteinas pro-apoptoéticas, sino que paradojicamente pueden ser
necesarias para la aparicion de células tetraploides.

Se sabe que en las células DKO (Bax’Bak™) se inhibe la via intrinseca de la apoptosis.
Sin embargo, las células DKO no muestran resistencia cuando se usan inhibidores de
microtubulos que inducen tetraploidia. Ademas, Bax y Bak son necesarios para la
expansion de las células tetraploides. De hecho, la presencia de Bax/Bak es necesaria
para que las células tetraploides supriman la senescencia. Tras la exposicion de las
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células a un inhibidor de microtibulos, las células deficientes en Bax/Bak suelen activar
un programa de senescencia, en el que esta implicado p21©'P*, Esto explicaria por qué
las células DKO no pueden reanudar la proliferacion, mientras que las WT si pueden
hacerlo (66). Es tentador especular que la deficiencia de Bax/Bak no es un factor
importante de la oncogénesis, porque compromete el potencial proliferativo de las
células tetraploides eliminando asi una de las principales vias de carcinogénesis, lo cual
explicaria la rareza de la pérdida completa de Bax y Bak en las células cancerosas (66).

Sin embargo, la relevancia funcional de la proteina proapoptotica Bok en la proliferacion
de las células tetraploides es, hasta ahora, totalmente desconocida. El conocimiento
adquirido en los ultimos cinco afios sobre Bok parece indicar que tiene una actividad
similar a los otros dos componentes del grupo, Bax y Bak. Nuestro interés es estudiar la
relevancia de Bok en la aparicion y progresion de las células tetraploides precursoras
del cancer, ya que no hay ningun estudio publicado con respecto a ello.

OBJETIVOS

1. Estudiar la resistencia a la apoptosis inducida por agentes tetraploidizantes en
células deficientes en Bax, Bak y Bok, simultaneamente.

2. Evaluar los niveles de senescencia inducidos por agentes tetraploidizantes en
células deficientes en Bax, Bak y Bok, simultaneamente.

3. Analizar la capacidad proliferativa de las células Bax’‘Bak’Bok™ tetraploides.

MATERIAL Y METODOS
MATERIALES

El material de plastico utilizado para los cultivos ha sido adquirido en Corning (Nueva
York, Estados Unidos). Salvo que se indique lo contrario, los medios de cultivo y los
suplementos se compraron a Gibco-ThermoFisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos) y los agentes quimicos a Sigma Aldrich (San Luis, Misuri, Estados
Unidos).

ANTICUERPOS

El anticuerpo (Ac) monoclonal de conejo contra Bax (#2772) y el Ac policlonal de conejo
contra Bak (#3814) y el Ac monoclonal de conejo P-histona H2A.X (Serl39) (yH2AX)
(#9718) proceden de Cell Signaling Techonology (Danver, Massachusetts, Estados
Unidos); el Ac monoclonal de conejo contra Bok (ab 233072), el Ac monoclonal de
conejo contra p21°™! (ab109199) y el Ac contra B-actina acoplado a la peroxidasa de
rabano (HRP) (ab49900) proceden de Abcam (Cambridge, Reino Unido). Todos ellos
se utilizaron a una dilucion 1:1000.

LINEAS CELULARES Y CONDICIONES DE CULTIVOS

Las lineas celulares utilizadas son fibroblastos inmortalizados (MEFs) procedentes de
cultivos primarios de ratones wild type (WT), ratones doble knock out (DKO) para las
proteinas Bax y Bak (Bax’‘Bak’) o triple knock out (TKO) para las proteinas Bax , Bak
y Bok (Bax’Bak’Bok™). Estas lineas celulares nos fueron proporcionadas por el Prof.
Andreas Strasser del Walter and Eliza Hall Institute, Melbourne, Australia (67). Todas
las lineas celulares se cultivaron en Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con
contenido bajo de glucosa (1000 mg/L) y piruvato sédico (1mM), y suplementado con
suero fetal bovino (SFB, 10%), 2-mercaptoetanol (50 mM), L-asparagina (100 mM)
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(Sigma Aldrich), y penicilina sédica/sulfato de estreptomicina (100 U/mL / 100 pg/mL,
respectivamente). Las células se mantuvieron a 37°C en una atmosfera con 5% de CO..

CITOMETRIA DE FLUJO

Ensayo de muerte celular

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos (3x10* celulas/mL, 1 mL/pocillo). A
las 24 h, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones del agente
quimioterapéutico derivado del platino oxaliplatino (10, 25, 50 y 100 nM) o del inhibidor
de microtubulos nocodazol (25, 50, 100 y 200 nM). Tras 48 h de tratamiento, el
sobrenadante se recuperé en tubos para citbmetro de flujo y se afiadio tripsina
(TrypLE™ Express) (500 pL/pocillo) por 2 min a 37°C y 5% de CO; para despegar las
células restantes. La tripsina que contenia las células despegadas se incorpor6 al tubo
correspondiente. Las células se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min e incubaron en
medio de cultivo (300 pL/tubo) que contenia yoduro de 3,3'-Dihexiloxacarbocyanina
(DiOCe(3)) (40 nM) para cuantificar el potencial mitocondrial transmembrana (A¥m),
yoduro de propidio (PI) (1 pg/mL) para observar la fragmentacion de la membrana
plasmatica y Hoechst 33342 (10uM) para medir el contenido en ADN nuclear (las tres
sondas fueron adquiridas en Life Technologies (Carlsbad, California, Estados Unidos))
durante 45 minutos a 37°C en 5% de CO.. Una vez transcurrido el tiempo, se analizé el
porcentaje de células apoptoticas utilizando el citbmetro analizador Gallios (Beckman
Coulter. Brea, California, Estados Unidos).

Ensayo de senescencia

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos (3x10* celulas/mL, 1 mL/pocillo). Tras
24 h, las células fueron tratadas con nocodazol (100nM). Después de 48 h, se quité el
tratamiento y las células fueron cultivadas por cuatro dias mas en medio de cultivo sin
tratamiento. A los 7 dias de haber sembrado las células, el sobrenadante se recuperé
en tubos para citdmetro de flujo y se afadio tripsina (TrypLE™ Express) (500 pL/pocillo)
por 2 min a 37°C y 5% de CO; para despegar las células restantes. La tripsina que
contenia las células despegadas se incorpor6 al tubo correspondiente. Las células se
centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min e incubaron en medio de cultivo (300 pL/tubo)
gue contenia un sustrato de la enzima B-galactosidasa (marcador de senescencia) 5-
dodecanoilaminofluoresceina Di-B-galactopiranosa (C12FDG) (33 upM), yoduro de
propidio (PI) (1 pg/mL) y Hoechst 33342 (10uM) durante 45 minutos a 37°C en 5% de
CO.. Una vez transcurrido el tiempo, se analizd el porcentaje de células apoptéticas
utilizando el citbmetro analizador Gallios (Beckman Coulter. Brea, California, Estados
Unidos).

Los datos obtenidos del citémetro de flujo se analizaron con el software FlowJo
(Ashland, Oregon, Estados Unidos), caracterizando los eventos con valores normales
de la dispersion frontal (FSC) y la dispersion lateral (SSC).
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ENSAYO DE CAPACIDAD CLONOGENICA

La capacidad clonogénica es la capacidad que tienen las células en formar colonias a
partir de 1 — 100 células iniciales. Las células a las que se les indujo la tetraploidia fueron
sembradas (1,5x10°) en botellas de plastico de 175 cm?. Después de 48 h sometidas al
tratamiento con nocodazol (100 nM), se retir6 el medio con tratamiento y se mantuvieron
en medio de cultivo durante 4 dias mas. Las células control fueron sembradas (0,5x10°)
en botellas de plastico de 75 cm?. A los 7 (células tratadas) o 3 (células control) dias de
haber sembradas, las células (1x108/mL) se incubaron con Hoechst 10 uM durante 45
minutos a 37°C en 5% de CO.. A continuacion, las células fueron separadas segun su
contenido en ADN (2n o >4n) en el citbmetro de flujo separador celular FACS ARIA (BD
Biosciences. Franklin Lakes, Nueva Jersey, Estados Unidos). Los perfiles del contenido
de ADN se definieron usando las células control. Las células 2n fueron separadas a
partir de las células control, mientras que las células con un contenido >4n fueron
separadas a partir de las células tratadas con nocodazol, a razén de 100 células/pocillo
en placas de 96 pocillos. Las células se mantuvieron a 37°C y 5% de CO; durante 14
dias. Transcurrido este tiempo, se cuantificaron el nimero de pocillos en los que se
apreciaban colonias (Figura 10).
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Las células a las que se les indujo la tetraploidia fueron sembradas (1,5x10°) en botellas
de plastico de 175 cm?. Después de 48 h sometidas al tratamiento con nocodazol (100
nM), se retiré el medio con tratamiento y se mantuvieron en medio de cultivo durante 4
dias mas. Las células control fueron sembradas (5x10°) en botellas de plastico de 75
cm?. Una vez descartado el sobrenadante, las células pegadas fueron recuperadas
mediante tripsina. Tras un lavado con tampdn fosfato salino (PBS), se lisaron sus pellets
y se cuantificaron las proteinas siguiendo el procedimiento estandar del ensayo
colorimétrico del acido bicinconinico (BCA). Se ajusto la concentracion de proteinas de
todas las muestras a 0,75 — 1,5 pg/pL. Utilizando geles preencastrados de poliacrilamida
Bis-Tris 4-12% (ThermoFisher Scientific), cargamos 20 pl de proteinas de cada muestra.
Los geles son transferidos mediante pilas de transferencia a membranas de
nitrocelulosa (sistema seco de transferencia iBlot™2, ThermoFisher Scientific). A
continuacion, las membranas se incubaron durante 1 hora en solucién salina tamponada
con Tris (TBS)-Tween 20 (0,05%) y complementada con un 5% de leche en polvo
desgrasada para bloquear los sitios de union no especificos de las proteinas. Los Ac
primarios se incubaron durante la noche a 4°C en TBS o TBS-BSA (5%). Al dia
siguiente, se retird el Ac primario y se incub6 con el Ac secundarios correspondiente en
TBS durante 1 h a temperatura ambiente. La expresion de las proteinas de interés se
revel6 utilizando el sistema de imagen VersaDoc (Bio-Rad. Hercules, California, Estados
Unidos). Como control de carga se utilizé la proteina B-actina-HRP.
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ENSAYO DE SENESCENCIA B-GALACTOSIDASA

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos (2 x 10%). Al dia siguiente, las células
fueron sometidas a tratamiento con nocodazol a concentracion 100nM. Después de 48
h de tratamiento las células fueron sometidas a un ensayo para detectar la actividad B-
galactosidasa siguiendo las recomendaciones del kit comercial (Sigma-Aldrich). En
definitiva, se descarta el sobrenadante y las células que se encuentran pegadas son
fijadas para marcarlas, a continuacién, con una solucion de X-Gal durante 24 h a 37°C
sin CO,. Para poder mantener el marcaje estable, las células se dejaron en glicerol
(70%). Las imagenes fueron adquiridas con el lector de imadgenes Cytation 5 (Biotek.
Winooski, Vermont, Estados Unidos). Las imagenes fueron analizadas con el software
ImageJ (National Institutes of Health).

ANALISIS ESTADISTICO
Para realizar el analisis estadistico se utilizé el programa GraphPad Prism 8 (GraphPad

Software, California, Estados Unidos). Utilizamos el analisis de varianza ANOVA y T-
Student.
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RESULTADOS

La ausencia de proteinas proapoptéticas multidominio causa resistencia a la
apoptosis inducida por oxaliplatino

Comparadas con las células MEF WT, las células deficientes para BaxBak’ (DKO) y
Bax’Bak’Bok’ (TKO) muestran una gran resistencia a quimioterapéuticos clasicos
inductores del dafio en el ADN derivados del platino como el Oxaliplatin (OXAL). Asi lo
demuestran los resultados obtenidos por citometria de flujo en el que las células fueron
tratadas con diferentes concentraciones de OXAL (10, 25, 50 y 100 nM) durante 48 h'y
marcadas con la sonda de potencial mitocondrial transmembrana (yoduro de 3,3'-
Dihexiloxacarbocyanina (DiOCe(3)) (A¥m) y yoduro de propidio (PI) para determinar la
fragmentacion de la membrana plasmatica. Las células que estdn muriendo presentan
una bajada en el A¥Ym aunque aun no presentan fragmentacién de la membrana
plasmatica (células DiOCg(3)P3°PIPa°), mientras que las células que ya estdn muertas
muestran fragmentacion de la membrana plasmatica (P12%) (Figura 11A). Observamos
que las células WT muestran un aumento significativo de la mortalidad cuando son
expuestas a concentraciones altas de OXAL, con una mortalidad cercana al 100% de
células tratadas con OXAL 100 nM, mientras que las células DKO (Bax”Bak”) y TKO
(Bax’Bak’Bok”) muestran una gran resistencia (< 5% de células muertas OXAL 100
nM) (Figura 11B).
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Figura 11. Los fibroblastos embrionarios de raton (MEF) Bax/Bak DKO y Bax/Bak/Bok TKO no son
susceptibles de ser eliminados por inductores del dafio en el ADN como el Oxaliplatino. Las células WT,
DKO y TKO se cultivaron durante 48 horas en ausencia (control, Co), 10, 25, 50 y 100 yM de oxaliplatino
(OXAL) A continuacion, las células se tifieron con el colorante vital yoduro de propidio (PI) y el colorante
sensible al potencial de membrana mitocondrial (AWm) DiOC6(3) para medir la muerte celular apoptética.
Se ilustran los graficos de puntos representativos de las MEF WT y DKO en ausencia de cualquier
tratamiento (Co) o tras laincubacién con 100 nM de OXAL (A). Los niumeros indican el porcentaje de células
en cada cuadrante. En B, las columnas negras representan el porcentaje de células muertas (Pl alto) y las
columnas blancas representan el porcentaje de células moribundas (DiOC6(3)lowPl). Las barras de error
indican la desviacion estandar. N=2

Lainduccién de latetraploidia se correlaciona con un incremento en la mortalidad
en células WT, DKO y TKO

Comparadas con las células WT, las células deficientes en Bax’Bak’ (DKO) y Bax”
Bak”Bok’ (TKO) presentan mayor nivel de resistencia a la apoptosis inducida por el
agente inhibidor de microtibulos Nocodazol (Noco), pero menos importante que al
OXAL. Esta sustancia induce la tetraploidia ya que afecta a la polimerizacion de
microtubulos y, por lo tanto, a la formacion del huso mitético y la citoquinesis. Los datos
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se obtuvieron por citometria de flujo. Las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de Noco (25, 50, 100 y 200 nM) durante 48 h y marcadas con DiOCs(3),
Pl, y el marcador de ADN Hoechst 33342. Las células WT, DKO y TKO respondieron de
manera similar a la acumulacién de células tetraploides tras la exposicién transitoria a
Noco (Figura 12).
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Figura 12. Induccion de la tetraploidia en MEFs WT, DKO y TKO con un agente inhibidor de microtdbulos
(Nocodazol) Las células WT, DKO y TKO se cultivaron durante 48 horas en ausencia (control, Co), 25, 50,
100 y 200 nM de nodazol (Noco) A continuacion, las células se tifieron con el colorante vital yoduro de
propidio (PI), el colorante sensible al potencial de membrana mitocondrial (AWm) DiOC6(3) para medir la
muerte celular apoptética y el marcador de ADN Hoechst 33342. Se ilustra el grafico representativo con el
contenido de ADN de las MEF WT, DKO y TKO en ausencia de cualquier tratamiento (Co) o tras la
incubacién con 200 nM de Noco (A). Los niumeros indican el porcentaje de células en cada cuadrante. En
B, las columnas negras representan el porcentaje de células poliploides. Las barras de error indican el error
estandar. N=5

A concentraciones iguales o superiores a 100 nM de Noco, las cuales presentan un
incremento en el porcentaje de células tetraploides, tanto las células WT como las DKO
y TKO presentan un incremento significativo de la mortalidad, siendo mas importante en
las células WT. Las células WT presentan un 70% y un 80% de mortalidad celular
cuando son tratadas con 100 nM y 200 nM de Noco; mientras que solo llega a haber
hasta un 30% de mortalidad en las células DKO y TKO (Figura 13).
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Figura 13. La induccion de la tetraploidia en MEFs WT, DKO y TKO con un agente inhibidor de microttibulos
(Nocodazol) se correlaciona con un incremento en la mortalidad. Los fibroblastos embrionarios de raton
(MEF) WT, Bax/Bak DKO, Bax/Bak/Bok TKO son susceptibles de ser eliminados por induccion de la
tetraplodia con el agente nocodazol. Las células WT, DKO y TKO se cultivaron durante 48 horas en
ausencia (control, Co), 25, 50, 100 y 200 nM de nodazol (Noco) A continuacion, las células se tifieron con
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el colorante vital yoduro de propidio (Pl), el colorante sensible al potencial de membrana mitocondrial (A¥Wm)
DIOC6(3) para medir la muerte celular apoptética y el marcador de ADN Hoechst 33342. Se ilustran los
graficos de puntos representativos de las MEF WT, DKO y TKO en ausencia de cualquier tratamiento (Co)
o tras la incubaciéon con 200 nM de Noco (A). Los numeros indican el porcentaje de células en cada
cuadrante. En B, las columnas negras representan el porcentaje de células muertas (Pl alto) y las columnas
blancas representan el porcentaje de células moribundas (DiOC6(3) lowPl). Las barras de error indican el
error estandar. Las columnas totales (DiOC6(3)lowPllow + Plhigh) se compararon mediante el software
GraphPad Prisma 8 utilizando el test estadistico ANOVA. #p < 0,05, ##p < 0,01 tratamiento vs. control. *p
< 0,05, **p < 0,01 efecto del tratamiento, DKO y TKO frente a WT. N=5

La ausencia de Bok reestablece la capacidad clonogénica de las células DKO

Teniendo en cuenta los resultados de mortalidad, y dado que esta ampliamente asumido
que las tres proteinas poseen funciones similares y/o compensatorias, nos planteamos
si la ausencia de BOK, afiadida a la ausencia de BAX y BAK, provocaba un efecto
sinergistico en la capacidad clonogénica de las células tetraploides. Las células son
tratadas durante 48 h con Noco 100nM y, posteriormente, mantenidas en medio de
cultivo sin tratamiento por 4 dias més. A los 7 dias, las células diploides y las células
con un contenido en ADN >4n (Figura 10) fueron separadas y sembradas para estudiar
su capacidad clonogénica. Una vez transcurridos 15 dias desde que se sembraron, se
cuantificaron el numero de pocillos con proliferacion celular. Observamos que, tal y
como esperabamos, las células >4n pierden su capacidad proliferativa con respecto a
las células diploides, pero en distinta medida segun el genotipo. Sorprendentemente,
mientras que las células tetraploides DKO mostraban una capacidad proliferativa del
20%, las células WT y las células TKO superaban el 40% (Figura 14).
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Figura 14. La eliminacién de Bax y Bak compromete el potencial clonogénico de las células tetraploides,
mientras que la eliminacion combinada de Bax, Bak y Bok restablece este potencial clonogénico. Las células
MEF fueron cultivadas 48 h en medio libre de farmacos o tratados con 100 nM de Nocodazol (Noco) lavadas
y mantenidas en un medio libre de farmacos durante 4 dias mas, y finalmente clasificadas el dia 7 (100
células por pocillo). Las células diploides (2n) se derivaron de de células cultivadas en un medio libre de
farmacos mientras que las células poliploides (>4n) se derivaron de células tratadas con Noco El ciclo
celular y las puertas de contenido de ADN se establecieron mediante la tincion de las células con 10 yM de
Hoechst 33342 durante 1 h (B). La clonogenicidad de las células MEF deficientes para dos o tres proteinas
proapoptéticas se cuantificé en el dia 21 como porcentaje de pozos en los que habia proliferacion celular.
Las columnas blancas representan la clonogenicidad de 2n células y las columnas negras representan
clonogenicidad de las células >4n. Las barras de error indican el error estandar. Los datos fueron
comparados por el software GraphPad Prisma 8 utilizando el test estadistico ANOVA. Las muestras >4n se
compararon con las muestras 2n para cada linea celular (##p < 0,01, ###p < 0,001 vs. 2n). La
clonogenicidad de las células >4n se compar6 entre entre las células DKO ("D") y WT ("W") (E, F)(*p < 0,05,
**p < 0,01). N=6
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La ausencia de BOK restaura los niveles de senescencia de las células DKO tras
la tetraploidizacion

Para intentar comprender la razén por la cual la ausencia de BOK restaura la capacidad
clonogénica de las células tetraploides DKO, quisimos analizar los niveles de
senescencia de los distintos genotipos celulares tras la tetraploidizacion. Para ello,
utilizamos diversas técnicas.

En primer lugar, llevamos a cabo una tincion clasica pB-Galactosidasa (X-Gal). Las
células fueron sembradas y tratadas con Noco 100 nM por 48 h. A continuacion, las
células fueron fijadas y marcadas con X-Gal. Las imagenes fueron adquiridas mediante
un lector de placas. Observando las imagenes, diferenciamos entre células con alta y
baja intensidad de marcaje X-Gal, asi como células negativas (Figura 15).

B ) 7 A\ . e e Intensidad alta

Figura 15. Criterio de clasificacion segun la intensidad de marcaje X-Gal de las células MEF. Imagen
representativa correspondiente a células DKO tratadas con Noco 100 nM. Imagen tomada con el lector de
iméagenes Cytation 5.

Teniendo en cuenta este criterio, se cuantificaron 3 imagenes de cada condicion y 100
células/campo. Con un N=2 observamos que a las 48 horas las células que han sido
tratadas con Noco 100 nM tienen mayor nivel de senescencia que las células sin tratar
(Co). Las células con genotipo TKO es donde se detecta mayor nivel de senescencia,
de hecho, en las células TKO tratadas es donde se consigue llegar a tener mas del 50%
de células en senescencia, aunque se detecte a baja intensidad (Figura 16). El hecho
de que la sefial de senescencia sea baja puede deberse a que solo hayan estado 48
horas en tratamiento.
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Figura 16. La induccion de la tetraploidia en las células MEF con el agente inhibidor de microtibulos Noco
provoca la entrada en senescencia. Se sembraron células MEF, se trataron o no con 100 nM de Nocodazol
(Noco) durante 48 h. A continuacion, las células las células fueron fijadas y se tifieron con X-Gal. Se tomaron
imagenes con el lector de imagenes Cytation y se cuantific6 el nimero de células tefiidas con baja
intensidad (columnas de color azul claro) y con alta intensidad (columnas de color azul oscuro). Las barras
de error indican la desviacion estandar. N=2

Por otro lado, las células fueron sembradas, tratadas con Noco 100 nM por 48 h y
mantenidas en cultivo por 4 dias mas en medio sin tratamiento. Transcurrido este
tiempo, realizamos un triple marcaje para PI, Hoechst 33342 y C12FDG, que es sustrato
de la B-Galactosidasa y, por lo tanto, un marcador de senescencia. Los resultados
fueron analizados mediante citometria de flujo. Los datos preliminares muestran una
diferencia significativa en el incremento del porcentaje de células DKO senescentes
(C12FDG?"P|Pa°) comparadas con las células WT y TKO. El 15% de las células DKO
tratadas con Noco son senescentes mientras que en las WT y TKO no llega al 5%
(Figura 17).
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Figura 17. Las células Bax/Bak DKO sufren senescencia tras la induccién de la tetraploidia, esta
senescencia es revertida con la pérdida combinada de Bok (células TKO). Se sembraron fibroblastos
embrionarios de ratén (MEF), se trataron o no con 100 nM de Nocodazol (Noco) durante 48 h, después
fueron lavadas y mantenidas en un medio libre de farmacos durante 4 dias. A continuacion, las células se
tiieron con el colorante vital yoduro de propidio (Pl), el sustrato de 3-galactosidasa C12FDG, y la tincion
fluorescente del ADN, Hoechst 33342. El nivel de C12FDG fue analizado en la poblacién total. Las barras
de error indican el error estandar. N=2

Para confirmar el resultado anterior utilizamos la técnica de Western Blot para analizar
el nivel de expresion de la proteina p21¢, que es un marcardor de senescencia. Tras
seguir el mismo protocolo de tetraploidizacion, las células fueron recuperadas mediante
tripsina, se lisaron sus pellets y se cargaron las proteinas de cada muestra en geles
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preencastrados de poliacrilamida. Los geles fueron transferidos a membranas de
nitrocelulosa y sobre estas membranas se incub6 el anticuerpo correspondiente a
p21¢Pl  Utilizamos la proteina B-actina-HRP como control de carga y para la
normalizacién de los datos. Tal y como esperabamos, los mayores niveles de expresion
de la proteina p21©"* se encuentran en la linea celular DKO (Figura 18), mientras que
la pérdida de la proteina Bok (células TKO) revierte los niveles de senescencia,
coincidiendo con los resultados del ensayo del experimento de C12FDG (Figura 17).
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Figura 18. Determinacion de la expresion de p21©"P* por la técnica de Western Blot. Las células Bax/Bak
DKO expresan p21¢P* (marcador de senescencia) tras la induccion de la tetraploidia, la expresion de esta
proteina es revertida con la pérdida combinada de Bok (células TKO). Se sembraron fibroblastos
embrionarios de raton (MEF), se trataron o no con 100 nM de Nocodazol (Noco) durante 48 h, después
fueron lavadas y mantenidas en un medio libre de farmacos durante 4 dias. Se recogieron sus pellets, las
proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con los anticuerpos
correspondientes. N=2
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DISCUSION

Las proteinas proapoptoéticas multidominio de la familia Bcl2 (Bax, Bak y Bok) son
conocidas, principalmente por su implicacion en la apoptosis. Sin embargo, estas
proteinas regulan otras funciones celulares como los flujos de Ca?*, principalmente los
que implican al Ca?* del RE; en la progresion del ciclo celular; y en el proceso de
autofagia. Desde hace dos décadas, se sabe que la pérdida combinada de las proteinas
Bax y Bak (células DKO) y de Bax, Bak y Bok (células TKO) hace que se inhiba la via
intrinseca de la apoptosis (68,69); o, lo que es igual, se vuelven resistentes a las sefales
apoptéticas. Recientemente, nuestro laboratorio ha demostrado que las células DKO
muestran resistencia a quimioterapéuticos basados en el platino, pero esta resistencia
desaparece cuando las células son tratadas con inhibidores de microtibulos que
inducen tetraploidia. Ademas, las células DKO tetraploides generadas a partir del uso
con los agentes tetraploidizantes, no eran capaces de proliferar. Aunque, no se describi6
el mecanismo completo, si que se demostré la implicacion de los flujos de Ca?*
(liberacién de Ca?* de los depdsitos y entrada capacitativa) y la entrada en senescencia
(66). En este trabajo valoramos el efecto de la ausencia adicional de Bok (células TKO)
en este proceso.

Los resultados de los ensayos de mortalidad obtenidos en este trabajo muestran que
las células WT son sensibles a los tratamientos de oxaliplatino (quimioterapéutico
basado en el platino) y de nocodazol (inhibidor de microtubulos). Por su lado, las células
DKO son completamente resistentes al oxaliplatino y, en menor medida, al nocodazol,
ya que se observa un incremento significativo de la mortalidad a concentraciones
elevadas de nocodazol. Las células TKO han mostrado resultados similares a las células
DKO, por lo que parece que la ausencia de Bok no supone un efecto sinergistico en los
ensayos de mortalidad. Estos datos eran predecibles teniendo en cuenta los resultados
obtenidos previamente en nuestro laboratorio. Sin embargo, las células DKO utilizadas
en este trabajo parecen mas resistentes que las células usadas en trabajos previos.
Esto puede deberse a que poseen diferente origen. Las células usadas anteriormente
habian sido manipuladas genéticamente a partir de células WT, mientras que las células
utilizadas en este trabajo proceden de cultivos primarios de animales genéticamente
modificados. Como se ha mencionado antes, las células tetraploides normalmente
mueren por apoptosis a través del punto de control de la tetraploidia (65). Podria ocurrir
gue las células DKO y TKO fueran capaces de generar menor porcentaje de células
tetraploides. Sin embargo, los datos muestran que el nocodazol induce tetraploidia en
las tres lineas celulares (WT, DKO y TKO) en la misma medida. El punto de control de
la tetraploidia esta regulado principalmente por TP53 y pRb (53), seria necesario
analizar los niveles de estas dos proteinas en nuestras células para poder explicar la
sensibilidad parcial al tratamiento con nocodazol.

Como era de esperar, las células DKO tetraploides muestran una capacidad clonogénica
reducida, confirmando los resultados publicados recientemente por nuestro grupo (66).
Sin embargo, sorprendentemente, la ausencia adicional de Bok en las células TKO
revierte este efecto aumentando la capacidad proliferativa de las células tetraploides a
niveles similares a los de las células WT. Por lo tanto, la capacidad clonogénica de las
células tetraploides DKO (Bax’Bak’Bok**) esta reducida con respecto a las células WT
(Bax”*Bak**Bok**) y a las células TKO (BaxBak’Bok”’), que muestran,
paraddjicamente, valores similares a las células WT. El trabajo realizado por Castedo et
al. (18) describe que la ausencia de Bax favorece la generacion de células tetraploides.
Hecho que fue confirmado por Deng et al. posteriormente (66). En este ultimo trabajo,
también se muestra como la ausencia de Bak limita la proliferacion de células
tetraploides. Nuestros datos sugieren que Bok debe tener, por lo tanto, un efecto similar
a Bax y su ausencia favorecer la proliferacion de células tetraploides.
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Para poder encontrar una explicacion, hemos estudiado los niveles de senescencia de
estas células tras la tetraploidizaciéon. Los datos previos a este trabajo han reportado
gue la presencia de Bax y Bak es necesaria para que las células tetraploides salgan de
senescencia y vuelvan a entrar en el ciclo celular (66). Nuestros datos del ensayo de
senescencia realizado durante la tetraploidizacién en agudo (tras 48 h de tratamiento
con nocodazol) muestran el mismo nivel de senescencia en todas las lineas celulares.
Sin embargo, cuando hemos realizado los ensayos de senescencia tras 48 horas con
nocodazol y 4 dias en medio sin tratamiento, hemos comprobado que las células DKO
muestran unos niveles elevados de senescencia, mientras que las células WT no. Estos
datos confirman los datos previos. Sin embargo, sorprendentemente, las células TKO
revierten el efecto de senescencia encontrados en las células DKO a niveles de las
células WT. Las diferencias encontradas entre los dos ensayos de senescencia podrian
explicarse por el tiempo en el que estan realizados cada uno de ellos. Los resultados
realizados a 48 h corresponden a la tetraploidia en agudo. En este momento, es
probable que esté activando el punto de control de la tetraploidia, y que todas las células
hayan parado su ciclo celular, unas células podrian ser quiescentes y otras senescentes.
Al dejar las células 4 dias mas en medio de cultivo sin tratamiento, las células que estan
destinadas a morir, habran muerto; otras habran sido capaces de reentran en el ciclo
celular y de volver a proliferar, por lo tanto, eran quiescentes; y otras no seran capaces
de volver a entrar en el ciclo celular y se volveran senescentes. Por lo tanto, a 48 h todas
las células serian quiescentes; mientras que a 48 h + 4 dias, las células WT y TKO
vuelven a entrar en el ciclo celular y las DKO entran en senescencia. Se observa que
no existe diferencia entre el fenotipo WT y el TKO por lo que se concluye que la pérdida
de la proteina Bok hace que se revierta el fenotipo DKO a WT con respecto a la
senescencia. Actualmente no contamos con datos que nos permitan explicar como las
células WT vy las células deficientes para las proteinas proapoptéticas multidominio
(TKO) poseen fenotipos similares en cuanto a la persistencia de las células tetraploides
y la senescencia inducida por los agentes tetraploidizantes. Para ello, se debera seguir
investigando en esta linea, prestando atencion a dos puntos principalmente: 1) Por un
lado los cambios de expresién en otras proteinas de la familia Bcl2, que se vean
afectados por la ausencia de Bax, Bak y Bok. En datos previos (66), las células DKO
expresaron niveles casi normales (con variaciones de hasta el 40%) de otros genes de
la familia Bcl2. 2) Por otro lado, seria interesante estudiar diferentes vias de estrés. De
los datos previos (66), sabemos que la tetraploidia induce estrés oxidativo y estrés del
reticulo endoplasmico indistintamente en las células WT y las células DKO, por lo que
estas vias estarian descartadas. Se podria estudiar el dafio al ADN ya que se sabe que
las lesiones asociadas al estrés de la replicacion del ADN son capaces de “esquivar” los
puntos de control del ciclo celular y las células en fase M dafiadas siguen progresando
en los pasos mitéticos. Por ello, estas células dan lugar a una mala segregacion
cromosémica, a fallos en la citoquinesis y a la consiguiente tetraploidia (70).

La relevancia de este proyecto esta relacionada con la tetraploidia. Al menos 40% de
los canceres solidos son el resultado de una tetraploidizacion transitoria seguida de la
pérdida de un exceso de cromosomas para restablecer un cariotipo casi diploide
(aneuploide) (46). Ademas, los pacientes que sufren tumores con subclones poliploides
tienen peor prondstico (71,72). Dado que la ausencia de Bax y Bak limita la proliferacion
de células tetraploides, es muy probable que la deficiencia de Bax/Bak no sea un factor
importante de la oncogénesis. Sin embargo, la deficiencia de Bax, Bak y Bok si podria
facilitar la proliferacion de las células tetraploides cancerosas, aunque parece poco
probable. Si tenemos en cuenta los datos previos, junto con estos datos, parece que
Bak posee un papel crucial en la aparicion de las células tetraploides y que Bax y Bok
poseen un papel secundario. Por esto, creemos que debemos centrar nuestro estudio
en Bak.
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CONCLUSIONES

En resumen, la ausencia de proteinas proapoptéticas multidominio tiene diferente
relevancia en funcion de la combinacion que haya.

1.- Tanto la doble ausencia de Bax y Bak (DKO), como la triple ausencia de Bax, Bak y
Bok (TKO) causa resistencia a la apoptosis inducida por el quimioterapéutico
oxaliplatino, inductor de dafio en el ADN.

2.- La induccién de la tetraploidia con el inhibidor de microtibulos nocodazol se
correlaciona con un incremento en la mortalidad en las tres lineas celulares WT, DKO y
TKO.

3.- La ausencia simultdnea de Bax y Bak provoca una disminucién de la capacidad
clonogénica, confirmando datos previos.

4.- Sorprendentemente, la ausencia afiadida de Bok (células TKO) revierte este efecto
y la capacidad clonogénica alcanza valores similares a las células WT.

5.- Comprobamos que los niveles de senescencia aumentan en las células DKO tras la
tetraploidizacion.

6.- La ausencia afiadida de Bok (TKO) restaura los niveles de senescencia de las células
DKO a los niveles de las células WT.

7.- La disminucion de la capacidad clonogénica de las células DKO tetraploides parece
estar relacionada por la entrada en senescencia tras la tetraploidizacion.

8.- Dado que, en datos previos, la ausencia de Bax favorece la proliferacién de células
tetraploides, mientras que la ausencia de Bak limita la proliferacion de estas células, es
posible que la ausencia de Bok tenga un efecto similar a Bax y que la ausencia de ambas
Bax y Bok tenga un efecto mas importante que el efecto de Bak.
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