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1. Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 LA MITOCONDRIA

1.1.1 Estructuray funcién

La mitocondria es un organulo cuya funcion principal es generar energia para el
resto de la célula mediante fosforilacion oxidativa. Ademas, participa en funciones
vitales para la célula tales como sintesis de biomoléculas, control de la
diferenciaciéon y ciclo celular, apoptosis, reserva de Ca2* y sefializacién. En la
mitocondria se producen procesos como la oxidacién de piruvato y acidos grasos y

el ciclo del acido tricarboxilico (CAT), también conocido como ciclo de Krebs.

Estructuralmente, la mitocondria esta constituida por: i) la membrana externa, que
contiene un alto nimero de canales acuosos que la hacen muy permeable a
moléculas pequefias; ii) la matriz mitocondrial, con gran cantidad de enzimas
necesarias para la oxidacién de piruvato, los acidos grasos y el CAT, ademas de
varias copias de ADN mitocondrial, ribosomas y ARN necesarios para la expresion
genética; iii) la membrana interna, plegada en crestas, que contiene las proteinas
que forman la cadena respiratoria o cadena de transporte de electrones (CTE), la
ATP sintetasa, responsable de la sintesis de ATP, y proteinas transportadoras y
canales que la hacen permeable selectivamente a determinadas moléculas; y iv) el
espacio intermembrana, donde se encuentran las enzimas necesarias para utilizar

el ATP de la matriz para fosforilar otros nucleétidos (Fig. 1).

El metabolismo oxidativo de la mitocondria utiliza como sustrato tanto los acidos
grasos como el piruvato producido en el citosol por la glucélisis. Ambos tipos de
moléculas son transportadas desde el citosol hasta la matriz mitocondrial, donde
son transformados en acetil CoA para ser incorporados en el ciclo del acido
tricarboxilico, en el que se genera poder reductor en forma de NADH y FADH:
ademas de CO;. El NADH y FADH: ceden sus electrones a la CTE. El transporte de

electrones a través de la CTE esta acoplado a la translocacion de protones (H*)
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hacia el exterior de la matriz mitocondrial, formandose asi un gradiente

electroquimico de H* que permite sintetizar ATP.

crestas Figura 1. Estructura de la
mitocondriales mitocondria. Representacion
/] esquematica del organulo
g matriz indicando los componentes
basicos del mismo: crestas
mitocondriales, membrana
externa e interna, matriz y
espacio intermembrana.

membrana externa

membrana interna  espacio intermembrana

1.1.2 Cadena respiratoria

La cadena respiratoria consta de cuatro complejos multiprotéicos, denominados
complejos mitocondriales I a IV (CMI a CMIV), que transportan electrones entre
ellos a favor de potencial redox para lo cual cada uno contiene grupos prostéticos
involucrados en una serie de reacciones de oxido-reducciéon. También forman
parte de la cadena respiratoria dos moléculas liposolubles, la ubiquinona Q10 y el
citocromo c. La cadena respiratoria junto con el complejo V mitocondrial (o ATP
sintetasa) constituye el sistema de fosforilaciéon oxidativa. EIl Complejo I (o NADH-
ubiquinona oxidorreductasa) cataliza la primera etapa de la transferencia de
electrones, captando dos electrones desde el NADH y cediéndolos a la ubiquinona.
El Complejo II (succinato deshidrogenasa) cataliza la oxidacién del succinato en
fumarato, uno de los pasos del CAT, acoplada a la reduccién de FAD* a FADH; el
cual a su vez transfiere dos electrones a la ubiquinona. La ubiquinona reducida
transfiere los electrones al Complejo III (ubiquinol-citocromo c reductasa). Este
cede los electrones al citocromo ¢, que a su vez los transporta hasta el Complejo IV
(citocromo c oxidasa). Finalmente, el Complejo IV transfiere los electrones al Oy,
que es el ultimo aceptor de electrones, convirtiéndose en H20. La ATP sintetasa, o

CMV, permite el paso de protones a favor de gradiente desde el espacio
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intermembrana hasta la matriz mitocondrial haciendo posible la sintesis de ATP a

partir de ADP y fosforo inorganico (Pi).

De entre todos los complejos de la cadena respiratoria, el complejo II es el de
menor tamafo. Estd compuesto por cuatro subunidades proteicas (SdhA4, B, Cy D),
todas codificadas en el nucleo. Las subunidades SdhA y SdhB forman un
heterodimero hidrofilico, mientras que SdhC y SdhD anclan el complejo a la
membrana mitocondrial (Fig. 2). La subunidad SdhA posee un grupo prostético
flavin-adenin-dinucleétido (FAD) unido covalentemente. SdhB contiene tres
grupos hierro-azufre ([2Fe-2S], [4Fe-4S] y [3Fe-4S]) y las subunidades SdhC y
SdhD coordinan un grupo hemo, ademas de poseer dos sitios de unién a
ubiquinona. Los electrones captados de la oxidacién de succinato a fumarato por el
grupo FAD se transfieren sucesivamente a través de los centros hierro-azufre de

SdhB y de ahi, finalmente, a la ubiquinona.

Citrato —» Isocitrato — S Matriz
tcetiios — a-Cetoglutarato  pjtocondrial
Oxalacetato
f Succinil-CoA
Malato /
\ ot -
Fumarato Succinato
Ciclo del acido
tricarboxilico
Membrana

mitocondrial

interna

NADH D
NAD*

Complejo I
Citocromo C

Complejo II Complejo Il  Complejo IV

Adaptacion de Hederstedt, 2003.

Figura 2. Cadena respiratoria. Representacion esquematica de los cuatro
complejos proteicos (en azul claro los CMI, CMIIl y CMIV) que constituyen la
cadena respiratoria y su acoplamiento con el TAC. El Complejo II se representa
mediante diagrama de lazos, donde SdhA se representa en color morado, SdhB en
naranja, SdhC en azul y SdhD en verde.
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1.2 ENZIMAS METABOLICAS MITOCONDRIALES Y CANCER

Se han identificado mutaciones en genes que codifican tres enzimas mitocondriales
del CAT que parecen ejercer un papel causal en la generacion de diferentes tipos
de cancer: la succinato deshidrogenasa (SDH), que como hemos visto, es el
complejo II mitocondrial, la fumarato hidratasa (FH), y la isocitrato
deshidrogenasa mitocondrial (IDH). En el CAT, la IDH metaboliza el isocitrato para
producir a-cetoglutarato. Después, el a-cetoglutarato es convertido a succinato
por la a-cetoglutarato deshidrogenasa y la succinil Co-A sintetasa actuando
secuencialmente. El succinato es deshidrogenado a fumarato por la SDH, y
finalmente, el fumarato es metabolizado por la FH para producir L-malato, que se
convertird en oxalacetato y que servira para restablecer los niveles de citrato (Fig.

3).

piruvato

NAD*
e NAD*
NADH . . ._: /> isocitrato
. NADH H*
» IDH ) !
acetil-CoA citrato -

L/ co, wa-cetoglutarato

NAD*

oxalacetato
. . NADH [ W'
Ciclo del acido -

NADH ( tricarboxilico
TS
- succinil-CoA

NAD*
malato
GDbP

,\ FH GTP

fumarato SDH succinato

FADH, FADH

Figura 3. Esquema del ciclo del acido tricarboxilico. Se muestran las
moléculas que actian como sustratos y productos del ciclo ademas de las tres
enzimas implicadas en tumorogénesis: IDH, SDH y FH.

De las tres enzimas mencionadas anteriormente, el primer gen que se identifico

como supresor tumoral fue SdhD, que codifica la subunidad D del CMII (Baysal et
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al., 2000). Las mutaciones de linea germinal en este gen son causa de un tipo de
tumor conocido como paraganglioma familiar hereditario tipo 1 (PGL1) (Baysal
2013; Baysal et al., 2000). Los paragangliomas son un tipo de tumores del sistema
paragangliénico altamente vascularizados y de crecimiento lento que
generalmente tienen lugar en cabeza o cuello. En el caso de PGL1 el 6rgano mas
afectado es el cuerpo carotideo (CC). El sistema paragangliénico, un conjunto de
paraganglios derivados de la cresta neural que se distribuyen desde la base del
craneo hasta la pelvis, tiene como funcién producir catecolaminas durante el
estadio fetal hasta la maduracién completa de la médula adrenal. Cuando la
tumoracién tiene lugar en la médula adrenal, se conoce como feocromocitoma
(PCC- del inglés, Pheochromocytoma). En adultos, algunos paraganglios mantienen
su actividad quimiosensitiva y neuroendocrina. Tal es el caso del CC, cuya principal
funcion consiste en detectar descensos en los niveles de Oz en sangre, un fenémeno

conocido como hipoxemia.

Tras la identificacién de SdhD como gen supresor de tumores, se identificaron
mutaciones en los genes que codifican las subunidades C y B, SdhC y SdhB, como
responsables de paraganglioma familiar hereditario tipo 3 y 4 (PGL3 y PGL4)
respectivamente (Astuti et al.,, 2001; Niemann and Muller, 2000). Las mutaciones
asociadas a la subunidad A, SdhA, aunque muy raramente, también han sido
asociadas a paraganglioma. Por ultimo, el gen SDHDAF2, que codifica un factor
requerido para ensamblar el grupo prostético de FAD al CMII (Hao et al., 2009), ha
sido recientemente asociado con paraganglioma familiar hereditario tipo 2 (PGL2)
(Burnichon et al., 2010; Korpershoek et al,, 2012). Cada tipo de PGL manifiesta
patrones de tumoracion, localizacién y malignidad diferentes (Baysal, 2008; Dahia,
2006; Papathomas et al., 2013; Timmers et al.,, 2009). Aunque la mayoria de los
tumores derivados de mutaciones en SDH son PGL y PCC, en los ultimos afios el
espectro de tumoracion ha aumentado, incluyendo tumores de estroma
gastrointestinal, (Gill, 2012; Oudijk et al., 2013), carcinoma renal (Malinoc et al,,
2012; Ricketts et al. 2012; Vanharanta et al, 2004), y mas raramente tumores
pituitarios (Xekouki et al., 2012) y leucemias (Baysal, 2007).

Mutaciones en la enzima FH mitocondrial causan leiomiomatosis hereditaria y
cancer de células renales (HLRCC- del inglés, Hereditary leiomyomatosis and renal

cell cancer), un sindrome caracterizado por multiples leiomiomas cutaneos,
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tumores benignos de musculo liso del ttero, carcinomas renales agresivos y cancer
testicular (Carvajal-Carmona et al., 2006; Kiuru and Launonen, 2004; Lehtonen,

2011; Tomlinson et al., 2002).

Las IDHs son una familia de 3 enzimas (IDH1, 2 y 3) cuyas mutaciones relacionadas
con cancer se corresponden con sustituciones en residuos que dan lugar a una
ganancia de funcion basada en una nueva actividad dependiente de NADPH. Esta
nueva actividad le permite convertir el a-cetoglutarato en 2-hidroxiglutarato (2-
HG), un metabolito con propiedades oncogénicas ausente en las células en
condiciones normales (Dang et al., 2009; Ward et al., 2010). Hasta la fecha, solo las
mutaciones en los genes IDH 1 y 2, este ultimo codificando para la isoenzima
mitocondrial, estan asociadas a tumores del sistema nervioso central,
fundamentalmente de la glia (Kim and Liau, 2012; Yan et al,, 2009), leucemia
mieloide aguda (LMA; Chen et al, 2013; Rakheja et al, 2012), sindrome
mielodisplasico (SMD) y otros tumores sélidos (Cairns and Mak, 2013).

1.3 MECANISMOS DE TUMOROGENESIS ASOCIADOS A DISFUNCION
MITOCONDRIAL

La disfuncién mitocondrial estd ampliamente vinculada con la tumorogénesis. Una
de las caracteristicas principales de las células cancerosas es el cambio desde un
metabolismo oxidativo mitocondrial dependiente de oxigeno hacia un
metabolismo anaerébico en el citoplasma con inducciéon de la glucélisis. Esta
adaptacién metabdlica, descrita hace casi un siglo por Otto Warburg y conocida en
la literatura como “efecto Warburg”, permite a las células tumorales proliferar en
condiciones limitantes de oxigeno (hipoxia) conforme el tumor va aumentando de
tamafio. Tras este fenémeno de transformacién metabdlica de las células
tumorales destaca el hecho hoy conocido de que las mutaciones en los genes que
codifican a las proteinas mitocondriales mencionadas son factores etioldgicos en
los diferentes tipos de cancer descritos. Esto confiere a la disfuncién mitocondrial
un papel causativo en la tumorogénesis y define a estos genes como genes
supresores de tumores. Sin embargo, no existe ain una hipdtesis clara acerca de

los mecanismos a partir de los cuales la disfunciéon mitocondrial da lugar a la
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aparicién del tumor.

Uno de los mecanismos de tumorogénesis por disfuncién mitocondrial propuestos
mas aceptado implica al sistema de respuesta crénica a hipoxia mediada por
factores inducibles por hipoxia (HIF- del inglés, Hypoxia Inducible Factors). En
eucariotas, la hipoxia induce la expresiéon de un amplio conjunto de genes
implicados en procesos que aumentan la disponibilidad de Oz en los tejidos
optimizando su uso para la produccion de energia (Maxwell, 2005; Semenza et al.,
1994). Estos genes son activados por el factor de transcripcion Hifla (o Hif2a),
que en condiciones normales de oxigeno es degradado por el proteosoma (Wang et
al,, 1995). La senal que dirige la degradaciéon de Hifla es su hidroxilacién por una
familia de prolil-hidroxilasas (PHDs) citosélicas que utilizan Oz, hierro, ascorbato y
a-cetoglutarato como cofactores. Cuando la disponibilidad de O; es limitada, se
inhibe la actividad de las PHDs, por lo que Hifla no se hidroxila sino que se
acumula y se transloca al nucleo (Ivan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001) donde
actia activando un gran nimero de genes implicados en la adaptacién a hipoxia

(Bacon and Harris, 2004; Denko, 2008) (Fig. 4).

Diversos estudios proponen que las mutaciones en SDH, FH, e IDH dan lugar a la
estabilizacion y acumulaciéon de Hifla en condiciones normales de 02 (normoxia),
una teoria conocida como via "pseudo-hipdxica" (Gottlieb and Tomlinson, 2005).
Segun esta hipotesis, el succinato acumulado en las células defectivas para SDH,
difundiria al citosol y alli actuaria inhibiendo a las PHDs dependientes de a-
cetoglutarato (Selak et al., 2005). En ultimo término, la inhibicién de las PHD lleva
a la estabilizaciéon de Hifla y la consiguiente activacion transcripcional de sus
genes diana. Los procesos de adaptacion a hipoxia implican activacién de
angiogénesis, metabolismo anaerdbico y en determinados casos, proliferacion
celular. Estos mismos procesos favorecen la formacién y crecimiento de un tumor,
por lo que la activacién aberrante de la respuesta a hipoxia podria explicar el
fenomeno de oncogénesis en los mutantes SDH. Existen estudios que demuestran
que el fumarato acumulado en las células que presentan mutaciones en FH,
también es capaz de unirse a las PHDs e inhibir su actividad (Hewitson et al., 2007;
[saacs et al., 2005; Koivunen et al., 2007) activando genes dependientes de Hifla.
En el caso de las mutaciones en IDH, un descenso en los niveles de a-cetoglutarato

debido a la falta de la actividad de la enzima podria dar lugar también a la
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inhibicion de las PHDs (Zhao et al., 2009) favoreciendo la progresion del tumor.
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Adaptacién de Baysal (2008); Guzy et al., (2008); King et al., (2006);
Slane et al., (2006); Selak et al., (2005.); Ishii et al., (2005); Pollard et al.,
(2005); Douwes Dekker et al., (2003); Yankoskaya et al., (2003);
Gimenez-Roqueplo et al., (2001).

Figura 4. Esquema de tumorogénesis mediante activacion aberrante de la
respuesta a hipoxia por disfuncion del Complejo II mitocondrial (via
pseudo-hipoxica). En la parte derecha de la imagen se representa
esquematicamente la estructura del CMII (SDH) acoplada a la reaccién de
conversion del succinato en fumarato. La acumulacién de succinato y su difusiéon
al citosol en situacion de disfuncién del CMII lleva a la inhibicién de las PHDs y
acumulacién de HIF1a. Mas detalles en el texto.

No obstante, la hipotesis de la activacion de esta respuesta “pseudo-hipoxica” se
encuentra en debate hoy en dia ya que no explica completamente el fen6meno de
tumorogénesis y no se reproduce consistentemente en modelos animales y
celulares (ver discusion). Por ello se han propuesto otros mecanismos moleculares
alternativos. Varios grupos han sugerido que células deficientes para SDH
presentan altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS- del inglés, Reactive
Oxygen Species) debido a la “fuga” de electrones del CMII y/o a la acumulacién de

ubiquinona en estado semi-reducido, una forma altamente reactiva con el oxigeno
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(Guzy et al,, 2008; Waypa et al,, 2006). En este sentido, se han observado dafios de
origen oxidativo en ratones mutantes para SDH (Diaz-Castro et al., 2012; Ishii et
al, 2011) y activacion de sistemas antioxidantes en mutantes de FH (Adam et al,,
2013). Los radicales libres que se generan en estas condiciones podrian contribuir
a la aparicion del tumor mediante mecanismos independientes de Hifla, causando
dafio en el ADN que indujera mutaciones en genes supresores de tumores o
protooncogenes (Ishii et al., 2005). También hay evidencias de que el succinato y/o
el fumarato acumulado podria actuar inhibiendo a otras hidroxilasas dependientes
de a-cetoglutarato, como las demetilasas de histonas JmjC, las PHDs del colageno, y
a las metilasas del ADN (Rose et al., 2011). Como resultado de esto, se ha
observado un mayor estado de hipermetilacion y silenciamiento transcripcional
tanto de histonas como de ADN en células deficientes para SDH y FH (Cervera et
al.,, 2009; Letouzé et al., 2013), siendo en este sentido mas potente el efecto del
succinato que del fumarato (Xiao et al, 2012). La evidencia mas robusta que
relaciona la modificacién de histonas y los cambios epigenéticos en el ADN con
procesos neoplasicos procede de estudios con individuos portadores de
mutaciones en IDH. En humanos, las mutaciones en esta proteina mitocondrial,
que consisten mayoritariamente en la sustituciéon de un residuo de arginina en el
sitio activo, dan lugar a la ganancia de una nueva funcién de la enzima, en vez de
inactivarla. Como se ha mencionado anteriormente, dicha mutacion le confiere la
capacidad de convertir de a-cetoglutarato en 2-hidroxiglutarato (2-HG) capaz a su
vez de inhibir a hidroxilasas dependientes de a-cetoglutarato tales como metil
tranferasas del ADN y demetilasas de histonas (Dang et al., 2009; Ward et al., 2010;
Figueroaetal, 2010; Xu etal,, 2011).

1.4 MODELOS ANIMALES DE DISFUNCION MITOCONDRIAL CON
MUTACIONES EN ENZIMAS MITOCONDRIALES PARA EL ESTUDIO DEL
CANCER

Muchos estudios que han aportado informacién acerca de los posibles mecanismos
tumorogénicos derivados de la disfuncién mitocondrial han sido llevados a cabo a

partir de analisis de biopsias humanas y cultivos celulares. Dichas aproximaciones
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presentan limitaciones ya que, por ejemplo, en las biopsias es dificil discernir entre
las causas y las consecuencias de la generacion del tumor, y por otro lado, los
cultivos celulares no permiten estudiar los procesos que tienen lugar en un
entorno sistémico. Es por ello que se han desarrollado modelos murinos
modificados genéticamente para portar mutaciones en los genes que codifican las
proteinas mitocondriales SDH, IDH y FH que han contribuido a elucidar algunos

aspectos de los posibles procesos que conducen a la generacién del tumor (Tabla

1).
1.4.1 Succinato deshidrogenasa

El primer modelo animal genéticamente modificado con ausencia de una proteina
de la cadena respiratoria consistié en un modelo en ratén portador de la delecion
del gen SdhD, o ratéon “knock-out” (KO) en SdhD, generado en nuestro grupo
(Piruat et al., 2004) con la intencién de desarrollar un modelo en ratén de PGL1. En
este modelo, los animales homocigotos SdhD/- morian durante el desarrollo
embrionario mientras que los heterocigotos SdhD+*/- presentaban una deficiencia
general en la actividad del CMII, que sin embargo no repercutia en un fenotipo
general, alteraciones en el peso u otras disfunciones fisiolégicas importantes. Los
analisis del CC mostraban hipertrofia e hiperplasia de la poblacién de las células
glémicas (tirosina hidroxilasa positivas, TH*) ademas de un aumento anormal de la
actividad secretora de las mismas debido a una disminucién de la conductancia de
los iones K* y un flujo constante de Ca2* hacia el interior de estas células. A pesar
de estas evidencias no se observd aparicion de tumores en estos animales, ni
siquiera en los mas envejecidos (Piruat et al., 2004). Dado que la pérdida de los
dos alelos silvestres de SdhD es condicién necesaria en humanos para que se
desarrolle el tumor, y teniendo en cuenta que los animales homocigotos nulos de
SdhD son letales en estadios embrionarios, se cre6 en nuestro grupo un ratén KO
condicional que portaba un alelo SdhD “floxeado” (SdhDfl°¥), es decir, flanqueado
por secuencias loxP (Fig. 5), y portador de un transgén de la recombinasa de sitio
especifico CRE que se expresa exclusivamente en células positivas para el
marcador tirosina hidroxilasa (TH; Para una revision exhaustiva de la tecnologia
CRE-LoxP consultar Mouse Genetics and Transgenics: A Practical Approach,

Jackson and Abbot, Oxford Univ. Press. Eds. 2000 y posteriores).
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Tablal. Resumen de los diferentes modelos de ratones “knock-out” (KO) y “knock-in” (KI) mostrando el gen (o genes) modificados,

tipo de mutante, genotipo, fenotipo y referencia a su publicacion.

Gen/es Tipo de mutante Genotipo Fenotipo Referencia

SDH

SdhD KO nulo, homocigoto SdhD /- Letal embrionario Piruat et al,, 2004

SdhD KO nulo, heterocigoto SdhD +/- Hipertrofia de CC Piruat et al,, 2004

SdhD/H19 | Doble KO nulo, heterocigoto | SdhD*//H19*/- Hipertrofia de CC Bayley et al., 2009

SdhD KO especifico de tejido SdhD flox/-» TH-Cre Atrofia de médula adrenal y CC, Diaz-Castro et al.,
catecolaminérgico (TH- neurodegeneracion y dafio oxidativo. 2012; Platero
SDHD) Luengo etal., 2014

SdhD KO condicional inducible SdhDflox/-; Cre-ER™ | Atrofia de médula adrenal y CC, muerte Diaz-Castro et al.,
(SDHD-ESR) prematura, sobre-expresion de p21WAF/CGp, | 2012; Millan-Uclés et

respuesta "pseudo-hipoxica" parcial al., 2014

SdhB KO nulo, homocigoto SdhB -/ Letal embrionario Smith et al,, 2011

SdhB KO nulo, heterocigoto SdhB */- Atrofia de CC Smith et al,, 2011

SdhB/Bub1 | Doble KO nulo, heterocigoto | SdhB */-/Bub1*/- Atrofia de CC Smith et al,, 2011

SdhB Portador de alelo "floxeado" | SdhBflox/flox Hipermetilacién de ADN e histonas en Letouzé etal.,, 2013

células cromafines in vivo
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Continuaciéon Tablal.

SdhC Mutante puntual, SdhCVe%E Aumento en los niveles de ROS y dafio Ishii etal.,, 2011
transgénico oxidativo en la mitocondria, disfuncion de
cadena respiratoria mitocondrial,
disminucién de tamafo corporal
FH
Fh KO nulo, homocigoto Fh-/- Letal embrionario Pollard et al., 2007
Fh KO especifico de tejido renal | Fhflox/flox; Ksp-Cre Quistes reales, respuesta "pseudo-hipoxica” | Pollard et al., 2007;
parcial Adam et al,, 2013
Fh/Hif Doble KO especifico de Fhflox/flox Quistes renales Adam et al., 2013
tejido renal Hif1(2)af1ox/flox; Ksp-
Cre
Fh KO especifico de tejido de Fhflox/flox; SMC22a- | Perfil metabdlico renal alterado Ashrafian et al., 2010
musculo liso Cre
IDH
Idh1 KI especifico de linaje Lox-STOP-lox- Niveles elevados de 2-HG, esplenomegalia, | Sasaki etal., 2012b

mieloide (LysM-KI)

Idh1R132H; LysM-Cre

hematopoyesis extra medular, histonas
hipermetiladas, cambios en la metilacién de
ADN. Sin respuesta "pseudo-hipoxica”
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Continuaciéon Tablal.

Idh1 KI especifico de tejido neural | Lox-STOP-lox- Muerte prematura, sintesis de colageno Sasaki et al., 2012a
en desarrollo Idh1R132H; Nestin-Cre | cerebral incompleta, niveles elevados de 2-
HG, activacion de respuesta "pseudo-
hipéxica"
Idh2 KO condicional inducible por | TRE-Idh2Rr140Q Niveles elevados de 2-HG, hematopoyesis Kats etal., 2014

doxiciclina

extra medular, expansion de células madre
hematopoyéticas en médula dsea, bloqueo
de eritropoyésis.
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Alelo silvestre SdhD* Alelo “floxeado” SdhDex Alelo escindido SdhD-
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Figura 5. Esquema de los alelos SdhD*, SDHD/°x y SdhD- . Se representan los 4
exones que constituyen el gen SdhD numerados del 1 al 4 como rectangulos, los
sitios loxP como triangulos negros, y el casete NEO que se empleé para la
seleccidn de los clones mutantes. En el alelo escindido se han perdido los exones
del 2 al 4 como consecuencia del reconocimiento y corte de la CRE en los sitios
loxP.

En este modelo, denominado TH-SDHD (Diaz-Castro et al., 2012), se produce la
delecion de SdhD especificamente en aquellas células TH+, como las células
glémicas del CC, las células cromafines de la médula adrenal y algunas neuronas de
los sistemas nerviosos central y periférico, entre otras. Estos animales nacian y se
desarrollaban de forma normal durante los primeros meses, sin embargo no
mostraron indicios de tumoracién a pesar de detectarse dafio oxidativo en forma
de elevados niveles de peroxidacidn lipidica. Mas adn, analisis histolégicos del CC
mostraban degeneracion de las células catecolaminérgicas, con mitocondrias
defectivas y descenso en el contenido intracelular de ATP (Diaz-Castro et al., 2012;
Platero-Luengo et al., 2014). Por otro lado, la estirpe de ratén portadora del alelo
SdhDflox se cruz6 con una estirpe transgénica portadora de una recombinasa CRE
de expresion ubicua e inducible mediante administracién de tamoxifeno, de forma
que se pudiera inducir la delecién del gen una vez el animal alcanzara el estado
adulto. La generacién de este modelo constituye los antecedentes de la presente
Tesis Doctoral, que se mencionan mas adelante. Después, varios autores han
desarrollado modelos basados en esta enzima, como el animal KO de SdhD
generado por Bayley et al. (2009), en el que los individuos heterocigotos tampoco
desarrollaron tumores ni ningun otro tipo de patologia. Con la intencién de forzar
el inicio del desarrollo del tumor, esta estirpe fue cruzada con el animal knock-out
de H19, un gen postulado como inductor de la tumorogénesis. Este doble KO
heterocigoto SdhD/H19 mostraba tendencia a presentar mayor tamaifo de CC, sin

embargo, no llegaban a desarrollar tumores. Smith et al,, (2011) disefiaron un
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modelo de ratén KO para la subunidad B de la SDH pero los animales homocigotos
presentaban fenotipo de letalidad en etapas embrionarias. Aunque en los
individuos heterocigotos SdhB*/- tampoco se detect6 la formacién de tumores, el
tamafio de los CC y el nimero de células glémicas era menor. Finalmente, en
relacién con la subunidad C, Ishii et al. (2011) desarrollaron un ratén transgénico
condicional mediante la tecnologia Tet-On/Tet-Off que expresaba el alelo SdhC
mutado en la regién de unién a ubiquinona del CMII (SdhCV%°E), sin embargo no se
apreciaba descenso en actividad de la enzima SDH ni formaciéon de tumores, a
pesar de que los individuos presentaban indicios de pérdida de peso y tamafio, al

igual que niveles elevados de estrés oxidativo.

1.4.2 Fumarato hidratasa

Los ratones mutantes nulos para la enzima FH (Fh1/-) generados por Pollard y
cols. (Pollard et al., 2007) morian en las etapas tempranas de embriogénesis. Por
ello, se disefi6 un raton KO condicional que portaba el alelo Fh1l mutante
“floxeado” y se dirigi6 la expresion especifica de CRE bajo el promotor de Ksp-
Cadherin restringida a rifién (Pollard et al,, 2007; Adam et al., 2013).Todos los
animales mutantes mostraban quistes renales proliferativos macroscépicos de
origen clonal, en los cuales se detectd sobreexpresion de Hifla, Hif2a, al igual que
induccién de la expresion de varios de sus genes diana implicados en angiogénesis,
como el factor de crecimiento endotelial vascular (Vegf-del inglés, Vascular
endotelial growth factor) , en glicélisis, como el transportador 1 de glucosa (Glut1-
del inglés, Glucose Transporter 1) y en proliferaciéon, como el inhibidor 1A de
quinasa dependiente de ciclina (Cdkni-del inglés, Cyclin-dependent kinase
inhibitor 1A ) (Ashrafian et al.,, 2010). Estudios paralelos sobre una linea celular
fibroblastica derivada de embriones de ratén (MEF- del inglés, Mouse embryo
fibroblasts) mutantes para la FH, mostraron también sobre-expresion de Hifla y
genes relacionados con el mismo, corroborando asi los datos obtenidos de los
anadlisis realizados sobre los quistes renales del ratén. Se realiz6 el analisis del
perfil transcripcional del genoma completo en los rifiones deficientes de Fh. Los
resultados mostraban que la pérdida de Fh1l inducia rutas antioxidantes
independientes de Hifla a través de la sobreexpresion del factor de transcripcion

NRF2 (del inglés, NF-E2-related factor 2).
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Ademas, estudios adicionales en MEF demostraron disminucioén de la funcion de
KEAP1 (del inglés, kelch-like ECH-associated protein 1), la cual se encarga de
regular negativamente NRF2 (Zhang, 2006). A pesar de que los quistes renales
detectados en los animales se asemejan a las lesiones pre-malignas encontradas en
los pacientes de HLRCC, la ausencia de progresion a tumor de los ratones puede
ser debida a que el fallo renal actie impidiendo la displasia y subsecuente
transformacién a tumor. Para intentar recapitular la aparicién de leiomiomas se
generoé otra estirpe de raton deficiente para Fhl especifico de célula de musculo
liso (Ashrafian et al., 2010), pero la afectada salud que presentaban los animales
provocaba la muerte prematura de los individuos, impidiendo obtener datos

concluyentes.

1.4.3 Isocitrato deshidrogenasa

El primer modelo animal genéticamente modificado para portar mutacién en Idh1
fue disenado por Sasaki et al. (Sasaki et al., 2012b). Se trata de un ratén “knock-in”
(KI) condicional que expresa el alelo mutante Idh1R132H una vez se produce la
escision de un cassette loxP-stop-loxP que impide su transcripciéon. Cuando se cruza
este animal con otro de la estirpe LysM-Cre se genera el modelo KI que expresa el
alelo mutado especificamente en la linea celular mieloide (Ratén KI LysM). Bajo
estas condiciones, se pudo detectar acumulacién de Hifla e induccion de sus genes
diana debido a que la acumulacién de 2-HG actuaba inhibiendo a las PHD, ademas
de esplenomegalia y hematopoyesis extra medular, entre otros efectos.
Recientemente Kats et al. (2014) han generado y caracterizado
hematolégicamente un ratén transgénico que expresa el alelo mutante Idh2R140Q
inducido por doxiciclina. Aunque la expresion de este alelo mutante por si solo da
lugar a hematopoyesis extra medular, expansion de progenitores hematopoyéticos
en la médula y bloqueo de la eritropoyesis, no se provoca la iniciacién de leucemia
en los animales, lo cual refuerza la conclusién de que las mutaciones en Idh2
requieren de eventos adicionales para alcanzar la transformacion leucémica de las

células.
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1.5 PAPEL DE LA MITOCONDRIA EN LA HEMATOPOYESIS

Un tipo de tumores en los que la disfunciéon mitocondrial parece jugar un papel
etiopatogénico son las neoplasias mieloides. Estas constituyen son un grupo de
enfermedades de origen clonal caracterizadas por la proliferacién descontrolada
de células hematopoyéticas, en particular de los linajes mieloides. En este grupo de
enfermedades se incluyen, entre otras, las leucemias mieloides agudas (LMAs) y

los sindromes mielodisplasicos (SMDs) (Vardiman et al., 2009).

En el sistema hematopoyético encontramos células madre hematopoyéticas (HSC-
del inglés, Hematopoetic Stem Cells), células progenitoras comprometidas hacia la
diferenciacion a distintos linajes y células maduras 6 diferenciadas. Como
caracteristicas definitorias, las HSCs poseen capacidad de auto-renovarse dando
lugar a nuevas HSCs (LT-HSC- del inglés, long term HSCs), y de diferenciarse a
células progenitoras multipotentes. El mantenimiento de estas propiedades esta
estrechamente relacionado con el microambiente hip6xico que se da en la médula
6sea (Takubo et al, 2010; Miharada et al, 2012; Mathieu et al., 2011). Una
propiedad de las LT-HSC quiescentes es la baja masa mitocondrial que presentan
ademas de su metabolismo mayoritariamente glucolitico, en contraposicién a las
células progenitoras, mas proliferativas y con mayor ndmero de mitocondrias
(Simsek et al., 2010). En este sentido, se ha descrito un papel fundamental de la
ruta Hifla en el mantenimiento de las propiedades metabdlicas de las HSCs en
estado quiescente. En el paso de HSC a célula progenitora multipotente se produce
un cambio desde este metabolismo glucolitico hacia un metabolismo oxidativo
(Suda et al, 2011; Takubo and Suda, 2012; Rehn et al., 2011; Parmar et al., 2007)
(Fig. 6). Por tanto, es concebible que un control apropiado de los mecanismos de
adaptacién a hipoxia, asi como un correcto mantenimiento de la fisiologia
mitocondrial son necesarios para mantener el equilibrio entre los estados
quiescentes, proliferativos y de diferenciacion de las células hematopoyéticas.
Cualquier alteracidon en estos procesos podria conducir hacia una trasformacion
neoplasica. En este sentido, en pacientes de SMD se ha observado mayor densidad
vascular en la médula 6sea (Albitar, 2001; Savic et al, 2012), aumento en los

niveles expresion de Hifla (Tong et al., 2012), y activacidn de la via de respuesta a
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hipoxia, considerandose ésta como marcador de mal prondstico en la progresion
de la enfermedad (Elias and Verma, 2012). En un trabajo recientemente publicado
en nuestro grupo, se observa una activacion de la transcripcion de genes de
respuesta a hipoxia, entre ellos Vegf, que promueven proliferacién celular,
metabolismo anaerobio y crecimiento anormal de las células sanguineas en LMA y

SMD (Falantes et al., 2014).

Figura 6. Proceso de
diferenciacion en el
sistema hematopoyético.
______________________________________________ Representacion esquematica
@ - del origen de los diferentes
- linajes de células
hematopoyéticas a partir de
las HSC (MPP- Multipotent
progenitor cell; MPC
myeloid progenitor cell; LPC
Lymphoid Progenitor cell).

Masa mitocondrial

02

/" Nicho
Hematopoyético

Tejido
\_periférico;

Metabolismo glucolitico

Hiflo

Por ultimo, la evidencia mas palpable de que el correcto funcionamiento de la
funciéon mitocondrial es necesario para mantener la homeostasis del tejido
hematopoyético y su diferenciacién a células maduras, al menos de linaje mieloide,
viene del hecho de que se han observado mutaciones en el gen que codifica la
enzima mitocondrial IDH en un amplio porcentaje de leucemias mieloides
(Parsons et al., 2008; Mardis et al., 2009) y SMDs. De hecho, se ha descrito que la
acumulacién de 2-HG como consecuencia de dicha mutacién esta considerada hoy
en dia como un biomarcador de neoplasias mieloides y glioblastoma, ademas de
promover la progresion de leucemia a SMD (Kats et al,, 2014; Cimmino et al,,
2011). Los efectos fisiologicos de la acumulacidn de este metabolito pueden seguir
dos vias: por un lado, incrementando la produccion de ROS y, en consecuencia, el
dafio en el ADN; y por otro, al ser el 2-HG estructuralmente muy parecido al a-

cetoglutarato, podria unirse e inhibir a las enzimas dependientes de a-
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cetoglutarato, como las PHDs o las demetilasas de ADN e histonas. Esta posibilidad
explicaria por qué se han detectado activacion de la via “pseudo-hipoxica” e
incrementos en la expresion de genes target de Hif1a en muestras de pacientes con
LMA, ademas de un fenotipo de hipermetilacion aberrante debido a la inhibicién

de TET2, una enzima dependiente de a-cetoglutarato (Figueroa et al., 2010).

Otros estudios describen una disfuncién mitocondrial asociada a trastornos
mieloproliferativos (Huckabee, 1961). Por ejemplo, se han observado
reordenamientos del ADN en diversos desérdenes hematolégicos entre ellos, los

SMD.

En los ultimos afios se han encontrado evidencias que describen que las
mitocondrias presentes en las células tumorales son frecuentemente resistentes a
la permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa. La resistencia a este
proceso inhibe la apoptosis, lo cual juega un papel decisivo en la progresiéon de
SMD a LMA (Zamzami et al., 1998; Green and Kroemer, 2004). Algunos autores
proponen un modelo patogénico basado en un defecto en el metabolismo del
hierro por disfuncién mitocondrial debida a alteraciones en la actividad de la
cadena de transporte de electrones y/o por mutaciones en el ADNmt (Gattermann
et al, 1993). Finalmente, existen estudios que demuestran una reducciéon del
potencial de membrana mitocondrial en la médula 6sea de los pacientes con SMD

(Matthes et al, 2000; Reddy et al., 2002).

1.6 GENERACION DEL MODELO MURINO SDHD-ESR: ANTECEDENTES
EXPERIMENTALES

A partir del ratén portador del alelo SdhDfl°x se gener6 una estirpe mutante en la
que se puede inducir la pérdida de SdhD. Para ello cruzamos el ratén condicional
SdhDflox con otra estirpe transgénica que expresa una recombinasa CRE fusionada
al dominio de union de estréogenos del receptor de estrogenos (ESR-del inglés,
Estrogen Receptor; Hayashi and McMahon, 2002). A este mutante lo llamamos
raton SDHD-ESR (Diaz-Castro et al., 2012; Millan-Uclés et al., 2014). Cuando se
inyecta a estos ratones tamoxifeno (Tx), un agonista sintético de estos receptores,

la recombinasa se transloca al ntucleo reconociendo a las secuencias diana LoxP y
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provocando la escision del gen. Los analisis del CC y la médula adrenal (MA) de
estos ratones, lejos de presentar tumoracion o hipertrofia, muestran degeneracion

del tejido (Diaz-Castro et al., 2012).

En cualquier caso, el raton SDHD-ESR es considerado como un sistema valido en el
que estudiar a nivel de organismo los mecanismos moleculares que se activan en
los tejidos frente a la pérdida de funcién del CMII y un modelo animal idéneo para
identificar potenciales mecanismos que eventualmente pueden causar procesos de
tumorogénesis ante la pérdida del gen SdhD. Ademas, las distintas lineas de
investigacion que evidencian una relacion entre disfuncién mitocondrial, hipoxia y
neoplasias mieloides nos ha conducido al estudio y validacion del raton SDHD-ESR,
al tratarse de un ratén mutante en una proteina del metabolismo oxidativo
mitocondrial, como un modelo idéneo para el estudio de este tipo de desérdenes y

su relacion con la funcién mitocondrial.
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2 OBJETIVOS

1.

2.

Caracterizar y validar la estirpe de raton SDHD-ESR como un modelo animal

de disfuncién mitocondrial por deleciéon inducida del gen SdhD.

Investigar los posibles mecanismos que inducen la aparicién de tumores
por disfuncién del CMII, considerando como hipdtesis previa la implicaciéon

de la via de respuesta a hipoxia mediada por Hifla.

Caracterizar el sistema hematopoyético del modelo de ratén mutante
SDHD-ESR y validarlo como modelo murino de sindromes mielodisplasicos

y/o leucemias mieloides.

Determinar el potencial papel leucemogénico de los progenitores

hematopoyéticos deficientes en SdhD.
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3 RESULTADOS

3.1 VALIDACION Y CARACTERIZACION DEL MODELO DE RATON SDHD-ESR

Como se ha mencionado en el apartado Introduccidn, trabajos previos realizados
en nuestro grupo permitieron generar una estirpe de ratdn portadora de un alelo
mutante “floxeado” del gen SdhD (SdhD/°x; Diaz-Castro et al., 2012). Para generar
un animal mutante SdhD condicional inducible, este ratén se cruzé con una linea
murina que expresa la recombinasa de sitio especifico CRE fusionada al dominio de
unién de ligando de un receptor de estrégenos (CRE-ESR; Hayashi and McMahon,
2002), lo que permitié llevar a cabo la delecion de SdhD en el organismo mediante
administracién de derivados de estrégenos como el tamoxifeno (raton SDHD-ESR;

Diaz Castro etal., 2012).

Para poder evaluar la delecién generalizada del gen SdhD mediada por la CRE-ESR,
se analizé la presencia relativa del alelo SdhD mediante PCR a tiempo real (RT-
PCR- del inglés, real time PCR) de ADN gen6mico extraido de rinén e higado tres
semanas después del tratamiento de los animales con tamoxifeno por inyecciéon
intraperitoneal (i.p.; 400 pg de tamoxifeno por gramo de ratén). Los resultados
indicaron que la cantidad de alelo SdhD funcional en los tejidos de los ratones
disminuyeron a un 16% en rifién y a un 54% en higado en los animales
heterocigotos que expresaban la recombinasa CRE-ESR (SdhDflex/- CRE-ESR;
denominados en adelante, SDHD-ESR) con respecto a los animales heterocigotos
que no expresaban la CRE-ESR (SdhDfo*/-, denominados en adelante, +/-). Sin
embargo, cuando se administraba una dosis menor de tamoxifeno (100 pg por
gramo de ratdén), esta pérdida del alelo SdhD era menor. Es decir, se observé un
efecto dosis-respuesta (Fig. 7). Como referencia se usaron muestras de animales

SdhDflex/+ sin 1a recombinasa CRE-ESR (en adelante +/+).

Ademas de la cuantificacion molecular del alelo SdhD, realizamos estudios
funcionales determinando la actividad succinato-ubiquinona o6xido-reductasa

(SQR) del CMII en los mismos tejidos tras el tratamiento con tamoxifeno a las
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Figura 7. Validacion de la delecion en el raton SDHD-ESR. Cantidad
relativa del alelo funcional de SdhD estimada mediante PCR cuantitativa. Se
representan los datos obtenidos tanto en rifion como en higado de animales
silvestres heterocigotos que no expresan la CRE-ESR (+/-), y los mutantes
que si expresan la recombinasa (SDHD-ESR) respecto a los controles
silvestre con dos copias funcionales (+/+) tratados con altas dosis (400
ug/g) o bajas dosis (100 pg/g) de tamoxifeno. * p<0,05; **p<0,01;
*#4p<0,001. N= 3-8 animales por grupo.

Dicha actividad fue aproximadamente un 32% y un 64% menor en higado y rifiién
respectivamente en animales SDHD-ESR tratados con la dosis alta de tamoxifeno
respecto a la obtenida en los animales +/-, mientras que la actividad NADH-
deshidrogenasa del CMI tomada como control no se veia afectada. Se observa, de

nuevo, un efecto dosis-respuesta (Fig. 8).

Respecto a la apariencia general de los ratones tras la administraciéon de
tamoxifeno, se pudo comprobar que los animales SDHD-ESR dejaban de ganar peso
tras la administracion de la droga a bajas dosis. Cuando se aumentaba la dosis, los
animales ademas de perder peso, morian en promedio a las 3 semanas después del
tratamiento. Los ratones SDHD-ESR tratados con las dosis menores de tamoxifeno,
aunque sobrevivian mas tiempo que los animales tratados con dosis altas, seguian
presentando menores tasas de supervivencia cuando se comparaban con los

animales control. En este caso, este grupo incluye a los animales +/+y +/- (Fig. 9).
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Figura 8. Analisis de la actividad enzimatica del CMII de los ratones SDHD-
ESR. Actividad succinato-ubiquinona o6xido-reductasa (SQR) del CMII y la
actividad NADH-deshidrogenasa del CMI en rifion (A) y en higado (B) de
animales silvestres (+/+), heterocigotos que no expresan la CRE-ESR (+/-), y los
mutantes SDHD-ESR 3 semanas después del tratamiento con tamoxifeno a dosis
altay baja. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001. N= 3-8 animales por grupo.

3.2 ESTUDIO DE LA ViA “PSEUDO-HIPOXICA” EN TEJIDO DEL ANIMAL SDHD-
ESR

Para estudiar la posible activaciéon de los mecanismos de la via “pseudo-hipéxica”
se analizo la expresion de varios genes diana de Hifla en rifiones de animales +/+,

+/-y SDHD-ESR.

Para descartar posibles efectos secundarios debidos al deterioro general de los
animales tras las tres semanas de tratamiento con tamoxifeno, se analizaron

también rifiones y médulas adrenales procedentes de animales sacrificados una
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semana después del tratamiento. En ese momento del analisis se pudieron detectar
cambios estadisticamente significativos en los niveles de ARNm de SdhD asi como

en la actividad SQR del CMII en rifién (Fig. 10).
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Figura 9. Curvas de crecimiento y supervivencia de los animales SDHD-ESR.
En la figura superior (A) se representan la progresiéon de pesos de animales
control (+/+) y SDHD-ESR tras el tratamiento con distintas dosis de tamoxifeno.
En la figura inferior, la tasa de supervivencia de los animales SDHD-ESR tratados
a bajas dosis de tamoxifeno (linea discontinua) en comparacién con el grupo de
animales control (+/+ y +/-). En la derecha (B) se muestra una imagen de un
ratéon control +/+ (arriba) y uno SDHD-ESR tras 15 dias de tratamiento con
tamoxifeno (abajo). N= 3-8 animales por grupo.

El analisis de la expresion de genes diana de Hifla, como los que codifican el factor
de crecimiento endotelial vascular (Vegf), el transportador de glucosa 1 (Glutl) o la
prolil hidroxilasa 3 (Phd3), no mostrd diferencias entre animales heterocigotos
(+/-), silvestres (+/+) y SDHD-ESR a la semana. Sin embargo, tras tres semanas de

tratamiento con el tamoxifeno, en los animales SDHD-ESR, se observdé una
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tendencia hacia mayores niveles de expresion, que solo fue significativa para Vegf

(Fig. 11A). A pesar de estos resultados, no se consiguié detectar acumulacion de

Hifla mediante western blot a partir de extractos de proteina total (Fig. 11B).

Estos resultados indican que la activacion de la via “pseudo-hipdxica” mediada por

Hifla como consecuencia de la disfuncién mitocondrial por deplecion del CMII no

tienen lugar de una forma evidente en los tejidos del ratén, aunque no

descartamos que pudiera estar ocurriendo con poca intensidad.
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Figura 10. Analisis de los ratones
SDHD-ESR tras 1 semana de
tratamiento con tamoxifeno. Niveles
de mensajero de SdhD, actividad
succinato-ubiquinona o6xido-reductasa
(SQR) del CMII en rifién (A) y niveles
de mensajero de SdhD en médula
adrenal (B) de animales silvestres
(+/+), heterocigotos (+/-), y los
mutantes generales SDHD-ESR.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. N= 3-7
animales por grupo.
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Figura 11. Respuesta “pseudo hipoxica” en tejido del raton SDHD-ESR.
Cuantificacién de los niveles de ARNm de 3 genes diana de Hifla (Vegf, Glutl y
Phd3) en rifén de animales silvestres (+/+), heterocigotos (+/-) y mutantes
(SDHD-ESR) tras una semana (columnas grises) o 3 semanas (columnas negras)
de tratamiento con tamoxifeno en relacién a los niveles en animales sin tratar
(A). Western blot de extracto de proteinas totales para detectar Hifla tras una o
3 semanas del tratamiento con la droga en animales heterocigotos y mutantes. En
el primer carril se utiliz6é extracto de proteinas procedentes de pancreas de un
raton KO para von Hippel-Lindau (proteina implicada en ubiquitinacién y
subsecuente degradacién via proteasoma de Hifla) y en el segundo carril se
utilizé extracto de un ratén silvestre (B). n.d.: no determinado. *p<0,05. N= 3-8
animales por grupo.

Una posibilidad para explicar la falta de respuesta es que la cinética de la difusion

de la droga en el tejido provocara que la delecion de SdhD se produjera

paulatinamente durante un periodo extendido de tiempo y que esto supusiera que
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la acumulacion de Hifla se estuviera produciendo en una proporcion pequeia de
células en cada momento, ya que es sabido que la acumulacion de la proteina en
hipoxia es transitoria debido a la reactivacion de las PHDs (Berra et al., 2006). Por
tanto, generamos lineas celulares inmortalizadas derivadas de los tejidos de los
animales SDHD-ESR como sistema ex vivo en el que la delecién de SdhD se

produjera de forma coordinada.

3.3 DESARROLLO DE LINEAS CELULARES INMORTALIZADAS DERIVADAS DE
ANIMALES SDHD-ESR

Los fibroblastos embrionarios de raton (MEFs-del inglés, Mouse embryonic
fibroblasts) son lineas celulares derivadas de raton cominmente usadas. Ademas,
dado que la mayoria de los tumores tienen origen epitelial, se consider6
conveniente generar en paralelo una linea celular epitelial inmortalizada a partir
de los rifiones de nuestro animal SDHD-ESR (BMKs- del inglés, Baby mouse kidney
cells) (Mathew et al., 2008).

3.3.1 Linea celular inmortalizada de fibroblastos embrionarios de ratén (iMEFs)

Los MEFs se obtuvieron a partir embriones con los genotipos +/+, +/- y SDHD-ESR.
Dado que la capacidad proliferativa de los MEFs en cultivo primario disminuye
considerablemente con el tiempo, decidimos generar lineas inmortalizadas con
cada uno de los tres genotipos. Los dos procedimientos mas empleados para
inmortalizar MEFs en cultivo primario son los pases seriados antes de que las
células alcancen el plat6 de crecimiento y la transformacién de los fibroblastos
mediante la sobre -expresién de uno o varios oncogenes. En nuestro caso, para
evitar disparidad en los cambios genéticos que se producen cuando se buscan
clones inmortalizados de forma espontanea, generamos los MEFs inmortalizados
(IMEFs) por expresion del Antigeno T del oncogén SV40, cuyo gen se inserto en el
genomio de los clones mediante su transformacion con el plasmido pEF321-T (Ali

and DeCaprio, 2001).
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Una vez electroporados con el plasmido, los cultivos se mantuvieron en el
incubador hasta detectar colonias de células. Cada colonia se aislo y se cultivo

individualmente.

3.3.2 Linea celular inmortalizada de células epiteliales de rifién de raton neonato

(iBMKs)

Se generaron lineas celulares de células epiteliales con los tres genotipos a partir
de rifién de ratones de cinco dias de vida. La generacion de lineas inmortalizadas a
partir de estas células epiteliales de ratén precisa de la inactivaciéon simultanea de
la proteina Rb (retinoblastoma) y la ruta de p53. Rb regula proliferacién celular
controlando la transicién de la fase G1 a la S, mientras que p53 evita la entrada
prematura de la célula en fase S ante la inactivaciéon de Rb (Mathew et al., 2008).
Entre los métodos mas comunes de inactivacion de p53 (o Rb) se encuentra la
inhibicion directa a través de oncoproteinas virales como E1A (White, 2006; White
et al, 1991), dando lugar a la parada del crecimiento celular y apoptosis, procesos
que a su vez deben ser inactivados para la inmortalizacién celular a través de la
expresion de un mutante dominante negativo de p53 (p53DD; Shaulian et al,,
1992). Por ello, para la generacion de nuestra linea celular inmortalizada, se
empled dicho método a través de la electroporacién con plasmidos portadores

tanto de E1A como de p53DD.

3.4 ACTIVACION DE LA ViA PSEUDO-HIPOXICA EN LAS LINEAS CELULARES

3.4.1 Estudio de la expresion de genes de respuesta a hipoxia

En primer lugar, se cuantifico la delecién del gen SdhD como una forma de validar
el sistema celular. El estudio de dos clones distintos de cada genotipo dio los
mismos resultados. Se observd un descenso en los niveles de mensajero tras 4 y
24 horas de tratamiento con 4-OHT (metabolito activo del tamoxifeno; 66 nM)
directamente en el medio de cultivo de los clones SDHD-ESR de ambas lineas (Fig.

12).
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Respecto a la expresion de los genes Phd3 y Glutl, se observd que ambos se
encontraron inducidos en los clones SDHD-ESR tras 4 y 24 horas de la exposicion a
4-OHT. En la expresion de Vegf no se observo esta induccion sino que, muy al
contrario, se detecté disminucién en sus niveles de mensajero en comparacién con

los clones control (+/+y +/-) tanto en iMEFs como iBMKs (Fig. 13).

A iMEFs
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0,00 Sin 4-OHT
] ] 0O Sin
+/+ +/ SDHD-ESR O 4h. 4-OHT

B 24 h.4-OHT

Niveles de ARNm de SdhD

iBMKs

1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

Niveles de ARNm de SdhD

+/+ +/- SDHD-ESR

Figura 12. Delecion del gen SdhD en lineas celulares. Resultados obtenidos
mediante RT-PCR para detectar los niveles de mensajero del gen SdhD en clones
independientes de los tres genotipos de iMEFs (A) e iBMKs (B) después de
anadir el 4-OHT al cultivo. Los datos se encuentran normalizados con respecto
al gen de la proteina acida ribosomal (Arbp) usado como control de carga. Se
analizaron 2 clones diferentes por cada genotipo. Se representan los resultados
obtenidos de un clon por cada grupo. El resultado obtenido en el otro clon fue
similar. N=3-6 clones por genotipo por condicion.

Estos resultados parecian indicar cierta activacion de la via “pseudo-hipoéxica” en

los clones que perdian ambos alelos del gen SdhD. Sin embargo, los datos no fueron
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consistentes con los obtenidos en los tejidos del modelo animal. Mediante western
blot se pudo observar que mientras las lineas de iMEFs e iBMKs de genotipo +/+y
+/- no presentaban diferencias en cuanto a los niveles de proteinas de Glutl y
Hifla, la linea mutante SDHD-ESR si mostraba acumulacién de ambas proteinas,

aunque con diferentes dinamicas de induccion.
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Figura 13. Genes de respuesta a hipoxia en lineas celulares inmortalizadas.
Las graficas representan los datos obtenidos a partir de RT-PCR para detectar
niveles de ARNm de Vegf, Glutl y Phd3 en iMEFs (A) e iBMKs (B) de cada uno de
los genotipos. Los datos se encuentran normalizados con respecto al ARNm de la
proteina 4acida ribosomal (Arbp) usado como control de carga. Las barras grises y
negras indican los niveles de expresion obtenidos 4 y 24 horas después de anadir
el 4-OHT al cultivo respectivamente. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecto a la
condicién sin 4-OHT. Se analizaron 2 clones diferentes por cada genotipo. Se
representan los resultados obtenidos de un clon por cada grupo. El resultado
obtenido en el otro clon fue similar.

La mayor sefal de estabilizacion/acumulacion de Hifla se obtuvo a las 4 horas tras
la exposicion de las células a 4-OHT, tras lo cual se observé una caida de la sefial,
algo coherente con lo previamente descrito en otros sistemas. Por su parte, se

observo una acumulacion paulatina de Glutl hasta las 24 horas (Fig.14).
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Figura 14. Niveles de proteinas por Western blot. Niveles de deteccion de
Hifla y Glutl, de 120 y 55 kDa aprox. respectivamente, en lineas celulares de
iMEFs (A) e iBMKs (B). Se muestran los niveles de Hifla y Glutl sin tratar con 4-
OHT, a las 4 y 24 horas después de afiadir el 4-OHT tomando como control de
carga la B-actina (50 kDa aprox.). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecto a la
condicién sin 4-OHT. Se muestran los resultados de uno de los clones.

3.5 IDENTIFICACION DE NUEVAS RUTAS MOLECULARES QUE RESPONDEN A
LA DEPLECION DEL CMII MEDIANTE ANALISIS DE EXPRESION GENICA A
GRAN ESCALA.

3.5.1 Estudio de expresion génica a gran escala en tejido de ratén

Los estudios realizados en los tejidos y lineas celulares derivadas del raton SDHD-
ESR no permitieron extraer conclusiones definitivas relativas a la activacion de la

via “pseudo-hipdxica”. Con el objetivo de identificar posibles mecanismos
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moleculares alternativos que pudieran dar lugar a la aparicion del tumor o a la
iniciacion de los procesos que finalmente pudieran derivar en tumorogénesis, se
llevé a cabo un estudio a gran escala de los cambios de expresion génica que tienen
lugar ante la disfuncién del CMII en rifién y médula adrenal. De nuevo, el rifién se
escogid porque fue el tejido en el que mayor nivel de deleciéon de SdhD se consiguio
detectar en los animales mutantes tras el tratamiento con tamoxifeno ademas de
por ser un organo relacionado con carcinoma renal asociado a mutaciones de
SdhD. Por otro lado, la médula adrenal se escogi6 por ser uno de los tejidos diana
para el desarrollo de PGL y PCC. Se analizaron muestras obtenidas tras una semana
de tratamiento con tamoxifeno. Como se ha mostrado, en este punto, ambos tejidos
presentaban un claro descenso de los niveles de ARNm de SdhD en los animales

SDHD-ESR (Fig. 10).

Para el estudio de la respuesta transcripcional a la delecién de ShdD se realizaron
experimentos de microarray de expresion con dos colores de la plataforma
Agilent™. El ARN total procedente de las muestras de individuos silvestres +/+ se
marc6 con el fluoréforo cianina 3-CTP (Cy3) y se consider6 como muestra de
referencia. Por otro lado, las distintas preparaciones de ARN total procedente de
las muestras de los animales +/- y SDHD-ESR se marcaron con el fluoréforo
cianina 5-CTP (Cy5) y se emplearon como muestras experimentales. De esta forma,
la abundancia relativa de cada uno de los transcritos en el microarray se obtuvo a
partir del ratio entre las intensidades de la fluorescencia emitida por sendos
fluoréforos. Los valores de expresion relativa para cada uno de los genotipos en los
dos tejidos analizados se han depositado en la plataforma Gene Expression
Omnibus del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI) de Estados
Unidos y son accesibles a través del nimero de acceso: GEO GSE52197
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE52197). Entre los genes
cuya expresion diferia de forma significativa en las muestras SDHD-ESR respecto a
la muestra de referencia (false discovery rate [FDR] < 0.05) se identificaron
aquellos en los que estas diferencias fueron a su vez significativamente diferentes
respecto a las de las muestras +/- (p < 0,05). De esta forma, se seleccionaron para
su posterior analisis aquellos genes que se afectaban selectivamente en el mutante
SDHD-ESR. El agrupamiento jerarquizado supervisado de las muestras en funcién

de estos genes mostraba diferentes perfiles de expresion génica entre la médula
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adrenal y el rifién de animales SDHD-ESR una semana después del tratamiento con

tamoxifeno (Fig. 15).

A Médula adrenal B Rifion
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+/- || SDHD-ESR +/- SDHD-ESR
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Figura 15. Agrupamiento jerarquizado supervisado del perfil genético
en médula adrenal y riion del raton SDHD-ESR tras 1 semana de
tratamiento con tamoxifeno. Representacion en forma de mapa de color y
arbol jerarquizado de la agrupacion de las 8 muestras emparejadas por
genotipo empleadas en el microarray a partir de ARN de médula adrenal (A) y
rinon (B) del modelo animal SDHD-ESR. La agrupacion esta basada en los
genes que mostraban diferencias significativas en sus niveles de expresion. Los
colores rojo, verde y negro representan aquellos genes cuyo logaritmo del ratio
de las intensidades de fluorescencia Cy5/Cy3 era mayor de 0, menor de 0 a
igual a 0 respectivamente.
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Como control interno se observo un descenso de aproximadamente el 50% del nivel
de ARN mensajero de SdhD en las muestras procedentes de tejidos de animales
heterocigotos. De igual forma también pudimos detectar la caida de hasta un 2% del
mensajero de SdhD en la médula adrenal y de un 7% en rifién de animales SDHD-

ESR, confirmando los datos previamente obtenidos mediante RT-PCR (Fig. 10 y 16).
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Figura 16. Analisis del microarray. Niveles de ARNm de SdhD en médula adrenal
y rifion de animales +/- y SDHD-ESR relativos a los animales +/+ tras una semana
de tratamiento con tamoxifeno. *p<0,05; ***p<0,001. N= 8 animales por cada
grupo.

En la Tabla 2 se muestran los genes en los que la magnitud del efecto fue mayor. Los
valores mayores que 0 indican los genes sobre-regulados. Los valores menores que

0 indican los genes infra-regulados.

Tabla 2. Los 10 genes mas sobre e infra-expresados en tejidos de SDHD-ESR
Médula Adrenal
Log ID Gen Proteina
Ratio
3,035 |NM 025687 TEX12 testis expressed 12
2,349 |NM_001111099 |[CDKN1lA cyclin-dependent kinase inhibitor 1A
(p21, Cip1)
2,018 |NM_011356 FRZB frizzled-related protein
1,938 |NM_001081435 |FBX047 F-box protein 47
1,752 |NM_133353 Oospl oocyte secreted protein 1
1,718 |NM_178098 RIKEN cDNA 4930486L24 gene
1,701 |NM_170599 IGSF11 immunoglobulin superfamily, member 11
1,678 |NM_ 016919 COL5A3 collagen, type V, alpha 3
1,629 |NM 011228 RAB33A, member RAS oncogene family
1,595 |NM 001001979 |MEGF10 multiple EGF-like-domains 10
-5,326 |NM_025848 SDHD succinate dehydrogenase complex,
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‘ | subunit D
Continuacion Tabla 2.
-2,543 |NM_022322 D15TNMD |tenomodulin
-2,458 |NM_026713 MOGAT1 monoacylglycerol O-acyltransferase 1
-2,153 |NM_008599 CXCL9 chemokine (C-X-C motif) ligand 9
-1,807 |NM_134005 ENPP3 ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase 3
-1,743 |NM_001185002 |Rhox13 reproductive homeobox 13
-1,698 |[NM_007551 CXCR5 chemokine (C-X-C motif) receptor 5
-1,679 |NM_025723 HENMT1 HEN1 methyltransferase homolog 1
(Arabidopsis)
-1,565 |[NM_001111140 |LRRC10B leucine rich repeat containing 10B
-1,505 |[NM_010174 FABP3 fatty acid binding protein 3
Riii6n
RLa(?i;o ID Gen Proteina
2,931 | NM_007956 ESR1 estrogen receptor 1
2,623 | NM_008239 FOXQ1 forkhead box Q1
2,245 NM_080852 Slc7al2 solute carrier family 7, member 12
2,163 | NM_138595 GLDC glycine dehydrogenase (decarboxylating)
1,964 | NM_007669 CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A
(p21, Cip1)
1,915 | NM_008256 HMGCS2 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase
2
1,875 |NM_001122660 |GSTAS glutathione S-transferase alpha 5
1,869 | NM_010196 FGA fibrinogen alpha chain
1,855 | NM_145368 Acnatl/Acn |acyl-coenzyme A amino acid N-
at2 acyltransferase 1
1,774 NM_016668 BHMT betaine-homocysteine S-
methyltransferase
-3,737 | NM_025848 SDHD succinate dehydrogenase complex,
subunit D
-2,380 | AK143946 ACSM3 acyl-CoA synthetase medium-chain family
member 3
-1,546 |[NM_001081688 |TMPRSS9 transmembrane protease, serine 9
-1,306 | NM_009127 SCD stearoyl-CoA desaturase (delta-9-
desaturase)
-1,201 | NM_146086 PDE6GA phosphodiesterase 6A, cGMP-specific, rod,
alpha
-1,007 | NM_145360 IDI1 isopentenyl-diphosphate delta isomerase
1
-0,929 |NM_001164466 | DPYS dihydropyrimidinase
-0,829 |NM_009892 Chi313/Chi3 | chitinase 3-like 3
14
-0,793 | NM_181849 FGB fibrinogen beta chain
-0,637 | NR_002860 A130040M1 | RIKEN cDNA A130040M12 gene
2Rik
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Para realizar los estudios funcionales, los genes seleccionados y sus respectivos
valores de expresion relativos se analizaron a través de la aplicacidon Ingenuity
Pathway Analysis™ (IPA). Se tuvo en cuenta un valor de corte para el logaritmo del
ratio Cy5/Cy3 de +0,2. Dado que nuestro objetivo inicial era identificar las rutas que
se ven afectadas por la pérdida de los dos alelos de SdhD, se llevé a cabo el andlisis
funcional de los genes afectados tanto en médula adrenal como en rifiéon
centrandonos en los animales SDHD-ESR. El andlisis comparativo funcional
mostraba que la mayoria de las funciones moleculares y celulares afectadas variaban
significativamente entre la médula adrenal y el rifién (Fig. 17).

En la médula adrenal, las categorias funcionales con mayores valores de
probabilidad de afectacién fueron movimiento, mantenimiento, desarrollo,
sefializacidn, interaccion, crecimiento y proliferaciéon celular, entre otros. Por otro
lado, las funciones con mayor probabilidad de cambio en el rifiébn estaban
relacionadas con produccién energética, respuesta a drogas, metabolismo de acidos
grasos, y replicacién, recombinacidon y reparacion del ADN. Posteriormente, se
analizaron estas categorias funcionales a través de la aplicacién IPA mediante un
algoritmo capaz de predecir el efecto de los cambios de la expresién génica sobre
funciones especificas. Mediante dicho algoritmo se obtuvieron valores del
parametro z (z-score) que cuando eran mayores o menores de 2, indicaban
activacion o disminucion respectivamente de la funcién correspondiente. El analisis
mostrd, en el contexto de la médula adrenal, un descenso en las funciones
relacionadas con el movimiento de las células blancas sanguineas y la viabilidad,
proliferacién y produccioén de anticuerpos (Tabla 3). Por el contrario, en el rifién las
funciones relacionadas con movimiento celular, supervivencia, diferenciacion,
muerte y metabolismo de carbohidratos, lipidos y aminoacidos, estaban aumentadas

(Tabla 4).
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Figura 17. Analisis funcional comparativo. Representacion de las categorias
funcionales con mayores probabilidades de afectacién obtenidos a partir del
analisis de los datos del microarray de las muestras de médula adrenal (barras en
blanco) y rifién (barras en negro) de SDHD-ESR agrupados por funciones
celulares. La significacion de cada funcién celular y molecular viene indicada por el
negativo del logaritmo del valor p.
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Tabla 3. Funciones bioldgicas con alta probabilidad de estar afectadas en médula adrenal de SDHD-ESR (Millan-Uclés et al., 2014)

Prediccion 2- Score
Funcion Valor p GElEsme de # Genes
de . ., |Genes
. ., |activacion
activacion
Migracién 2,95E-10 | Disminuida -2,618 41| ADORA3, ANGPTL2, CASP1, CD1D, CD48, CDKN1A, CRP, CTSC, CX3CR1,
leucocitaria CXCL14, CXCL9,CXCR3, CXCR5, CYSLTR1, DCN, FCER1G, FCGR2B, FUT4,
HCK, HDC, HEBP1, IL1B, IL4R,LDLR, LGALS3, LILRB3, MDK, MMP9,
MPP1, MYO1F, NCKAP1L, PRKCD, RAC2, SELPLG, SEMA4D, STAT3, SYK,
TIRAP, TLR2, TYROBP, VIPR1.
Viabilidad celular | 7,94E-04 | Disminuida -2,617 11| EGF, FCER1G, IL1B, IL2RG, LGALS3, RAC2, SEMA4D, SHH, STAT3, SYK,
de leucocitos TYROBP.
Degranulaciéon de | 7,86E-07 | Disminuida -2,574 11| ADORA3, DHCR7, FCER1G, FCGR2B, HCK, IL1B, IL4R, RAC2, SYK, TLR2,
mastocitos VAV1.
Degranulaciéon de | 3,79E-08 | Disminuida -2,572 13| ADORA3, ANXA3, DHCR7, FCER1G, FCGR2B, HCK, IL1B, IL4R, MYO1F,
fagocitos RAC2, SYK, TLR2, VAV1.
Infiltracion de 1,09E-05 | Disminuida -2,507 19| CASP1, CD48, CXCR5, DCN, FCER1G, FCGR2B, FUT4, HCK, IL1B, IL4R,
células LDLR, LGALS3, MDK, MMP9, PRKCD, RAC2, SELPLG, STAT3, TLR2.
Movimiento de 8,78E-11 | Disminuida -2,477 42 | ADORA3, ANGPTL2, CASP1, CD1D, CD48, CDKN1A, CRP, CTSC, CX3CR1,

células
sanguineas
(macréfagos,
granulocitos,
células
presentadoras de
antigenos,
leucocitos)

CXCL14,CXCL9, CXCR3, CXCR5, CYSLTR1, DCN, FCER1G, FCGR2B, FUT4,
GJA1, HCK, HDCHEBP1, IL1B, IL4R, LDLR, LGALS3, LILRB3, MDK,
MMP9, MPP1, MYO1F, NCKAP1L,PRKCD, RAC2, SELPLG, SEMA4D,
STAT3, SYK, TIRAP, TLR2, TYROBP, VIPR1.
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Continuacion Tabla 3.

Muerte de células | 1,33E-06 | Disminuida -2,458 27| ADORA3, C1QA, CASP1, CASP3, CD27, CD79B, CDKN1A, CRP, EGF,

inmunologicas FCER1G, FCGR2B, FLT3, IL1B, IL2RG, LDLR, LGALS3, PRKCD, RAC2,
SEMAA4D, SHH, ST6GAL1, STAT3, SYK, TLR2, TNFAIP8L2, TYROBP,
VAV1.

Proliferacién de 6,66E-06 | Disminuida -2,36 26| ARHGDIB, BATF, CASP3, CD1D, CD27, CD48, CD83, CDKN1A, CRP, EBI3,

linfocitos T FCER1G,
FCGR2B, HLA-DRBI1, IL1B, IL2RG, IL4R, MMP9, NCKAP1L, RAC2, SHH,
STATS3, SYK,
TLR2, TRAF5, TYROBP, VAV1.

Activacién de 2,81E-03 | Disminuida -2,337 12|CD1D, CD48, CDKN1A, DCT, FCER1G, IL1B, IL2RG, LDLR, SEMA4D,

linfocitos T STAT3, TLR2, VAV1.

Fagocitosis de 4,81E-04 | Disminuida -2,263 11| ANXA3, C1QA, CRP, FCER1G, FCGR2B, HCK, LGALS3, RACZ, SYK, TLRZ2,

células VAV1.

Adhesion de 1,42E-03 | Disminuida -2,213 6 | HCK, IL1B, LGALS3, MMP9, SELPLG, VAV1.

granulocitos

Produccion de 1,07E-04 | Disminuida -2,208 8| CXCL9, CYBA, GCH1, HCK, IL1B, RAC2, TLR2, TYROBP.

superoxido

Respuesta 1,60E-03 | Disminuida -2,16 8|CD1D, FCER1G, FCGR2B, HCK, LGALS3, MARCH1, SYK, TLR2.

inmunoloégica de
células
presentadoras de
antigeno
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Continuacion Tabla 3.

Migracion de 1,11E-06 | Disminuida -2,157 53| ABI3, ADORA3, ANGPTL2, ANXA3, CASP1, CD1D, CD48, CDKN1A,

células COL3A1, CRP,CX3CR1, CXCL14, CXCL9, CXCR3, CXCR5, CYSLTR1, DCN,
EGF, FCER1G,CSPG4, CTSC, FCGR2B, FUT4, GJA1, HCK, HDC, HEBP1,
IL1B, IL4R, LDLR, LGAL S3, LILRB3, MDK, MMP9, MPP1, MYO1F,
NCKAP1L, PRKCD, RAC2Z, SELPLG, SEMA4D, SHH, SORT],
ST8SIA4,STAT3, SYK, TGFB3, THRB, TIRAP, TLR2, TMSB10/TMSB4X,
TYROBP, VIPR1.

Cantidad de IgM 1,83E-03 | Disminuida -2,157 8 | BATF, CD83, CDKN1A, FCGR2B, IL2RG, LDLR, PRKCD, TRAFS5.

Produccion de 2,38E-08 | Disminuida -2,077 22| BATF, C1QA, CD1D, CD83, CDKN1A, CXCL9, FCER1G, FCGR2B, IL2RG,

anticuerpos IL4R, LDLR, LGALS3, MMP9, PRKCD, SEMA4D, TIRAP, TLR1, TLRZ,
TNFAIP8LZ, TRAF5, TYROBP, VAV1.

Fagocitosis de 1,41E-04 | Disminuida -2,043 9| CRP, FCER1G, FCGR2B, HCK, LGALS3, RACZ, SYK, TLR2, VAV1.

células
sanguineas
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Tabla 4. Funciones bioldgicas con alta probabilidad de estar afectadas en rifién de SDHD-ESR

Prediccion 2- SCore
Funcion Valor p sl el de i Genes
de . ., |Genes
. ., |activacion
activacion
Movimiento 4,29E-03 | Aumentada 3,227 52| ANGPTL3, B4GALT1, BMP4, BTC, C3, CALML3, CD8A, CDKN1A, CEBPD,
celular Chi313/Chi314, EPHB3, ERF, ESR1, FGA, FGB, FOSL2, HP, ID1, ID3,
(migracion de IL15RA, IL33, IL6R, IRS2, Klra4 (incluye otros), LCN2, MAP3K5, MCAM,
células) MST1R, MYC, NCOA4, NFKBIA, NQO1, OSMR, Pde4d, PPARA, PRAP1,
PRNP, PTPN1, PTPR], REST, RGS3, SCNN1A, SLC1A3, SLC37A4,
SOCS2,S0CS3, SPP1, STAT3, STIM1, TNFRSF21, TNFRSF9, XDH.
Viabilidad y 1,85E-04 | Aumentada 3,02 42 |ABCC3, ATF2, BMP4, BNIP3, BTC, CD8A, CDKN1A, CEBPD, CISH, ESR1,
supervivencia FA2H, FGF18, FHIT, IL33, IL6R, IRS2, LCN2, MAP3K5, MCAM, MGST1,
celular MMS22L, MYC, MYOD1, NFIL3, NFKBIA, OGG1, PPP2R2B, PRNP, PTPN1,
(apoptosis) SLC1A3,SLC22A8, SLC37A4, SOCS2, SOCS3, SPP1, STAT3, TNFRSF9,
UNG, XDH, XPA.
Diferenciacién 4,92E-04 | Aumentada 2,886 56| ATF2, BGLAP, BMP4, BNIP3, BTC, BTG1, C3, CD8A, CDKN1A, CEBPD,
celular CLCF1, CYTL1,EPHB3, ERF, ESR1, EYA1, FGF18, FLVCR1, FOSL2,
(tubulacién de HSD11B1, ID1, ID3, IFRD1, IHH, IKZF4,IL15RA, IL33, IL6R, IRS2, LCN2,
células MAFF, MAP3KS5, MST1R, MYC, MYOD1, NFIL3, NFKBIA, PPARA, PRNP,
endoteliales) PTPN1, PTPRJ, REST, RPS3A, SCD, SLC1A3, SLC37A4, SMAD6, SMARCD3,
SOCS2, SOCS3, SPP1, STAT3, STIM1, TNFRSF9, TRIB3, XDH.
Interfase 3,13E-03 | Aumentada 2,641 23| ATF2, BMP4, BTG1, Camk2b, CDKN1A, CEBPD, ESR1, FHIT, ID1, ID3,
IL6R, MAP3K5, MMS22L, MYC, NFKBIA, PPARA, PRNP, SIAH1, SMADS,
STAT3, STK38L, XPA, ZBTB10.
Transporte de 5,55E-04 | Aumentada 2,467 10| ABCC3, B4GALT1, C3,IRS2, MGAT4A, PPP1R3B, SLC1A3, SLC37A4,

Carbohidratos

SLC5A1, TRIB3.
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Continuacion Tabla 4.

Oxidacion de 7,60E-05 | Aumentada 2,203 12|C3,CYP27A1, CYP4A11, HACL1, HSD11B1, IRS2, PNPLA2, PON1, PPARA,

lipidos (beta Rdh1, SAT1, SCD.

oxidacion de

acidos grasos)

Metabolismo de 4,71E-03 | Aumentada 2,183 8 |BHMT, DDC, GLDC, GLS, KYNU, MYC, PPARA, SLC1A3.

acidos grasos

Proliferacién 5,99E-03 | Aumentada 2,101 84 | ABCC3, APOD, Art2a-ps/Art2b, ATF2, B4GALT1, BMP4, BNIP3, BTC,

celular BTG1, C3, CACNA1G,CBR1, CD8A, CDCA4, CDKN1A, CEBPD, CISH,

(generacidon de CLCF1, CYP20A1, EPHAS, EPHB3, ERAL1, ERF, ESR1, EYA1, FA2H, FGA,

linfocitos, FGF18, FHIT, FOSL2, GP2, HSD11B1, HTR3A, ID1, ID3, [HH, IL15RA,

citostasis, IL33, 1L34, IL6R, IRS2, ITIH4, LCN2, MAFF, MAP3K5, MCAM, MST1R,

proliferacion de MYC, MYOD1, NCOA4, NFKBIA, NMB, NQO1, OSMR, PDXK, PPARA, PRNP,

células tumorales PTPN1, PTPRJ, REST, RING1, RPS3A, SAT1, SF1, SIAH1, SLC1A3,

mamarias y SLC20A1, SMAD6, SMARCD3, SOCS2, SOCS3, SPP1, STAT3, STIM1,

neuroblastos) STK38L, SULF2, TNFRSF21, TNFRSF9, TRIM25, TSC22D1, UTP20,
VPS53, XDH, XPA.

Necrosis 3,03E-04 | Aumentada 2,003 69| ALDH2, ALDH3B1, Art2a-ps/Art2b, ATF2, ATXN7, BMP4, BNIP3, BTC,

BTG1, C3,CD8A, CDKN1A, CEBPD, CISH, CLCF1, EHMT1, ESR1,
FAM134B, FAM176C, FGA, FGF18, FHIT, GP2, ID1, ID3, IFRD1, IL15RA,
IL33, IL6R, IRSZ, ITIH4, Klra4, LCNZ, MAP3K5, MMS22L, MST1R, MYC,
MYOD1, NFIL3, NFKBIA, NQO1, OGFOD1, PNPLA2, PPARA, PPP2R2B,
PRNP, PTPN1, REST, RGS3, RPS3A, SAT1, SCD, SEMA7A, SGCG, SIAH,
SLC1A3, SLC20A1, SMADG6, SOCS3, SPP1, STAT3, STIM1, TNFRSF21,
TNFRSF9, TRIB3, TSC22D1, UNG, XDH, XPA.
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Continuacion Tabla 4.

Concentracion de | 2,35E-08 | Disminuida -2,52 21| ANGPTL3, APOD, BGLAP, BHMT, C3, CIDEC, CYP27A1, HSD11B1, IFRD1,

triacilglicerol IRS2, MGAT4A, MYC, NQO1, PNPLAZ, PON1, PPARA, PTPN1, SCD,
SLC37A4, SPP1, XDH.

Unién a ADN 7,09E-07 | Disminuida -2,635 18 | ATF2, BTAF1, CDKN1A, CEBPD, CISH, ERF, ESR1, FOSLZ2, HIF3A, HP, ID1,

ID3, IL33, IL6R, MYC, MYOD1, NFKBIA, PPARA, PTPN1, REST, SCD,

SOCS2, SOCS3, SPP1, STAT3, TRIB3, XPA, ZBTB10.
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A pesar de las diferencias observadas entre médula adrenal y rinén se pudo
detectar que el gen Cdknla se mostraba entre los mas sobre-expresados
significativamente tanto en médula adrenal como en rifién de los animales SDHD-

ESR. Este resultado se valido mediante RT-PCR (Fig. 18).
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Figura 18. Validacion del cambio de expresion del gen Cdknla. La sobre
expresion del gen en médula adrenal y rifion detectada en los analisis del
microarray se validé mediante RT-PCR de muestras de ARN de animales +/+,
+/-y SDHD-ESR. *p<0,05. N= 8 animales por grupo.

El gen Cdkn1la codifica el inhibidor de quinasa dependiente de ciclina p21WAF1/Cipl,
cuya actividad estd implicada en diferentes procesos celulares tales como el ciclo
celular, la proliferacion, senescencia y cancer (Abbas and Dutta, 2009; Romanov et
al., 2012). Por tanto, este factor podria constituir un vinculo entre estos procesos y

la disfuncién mitocondrial.

3.5.2 Regulacion de los mecanismos de reparaciéon del ADN y proliferacion en

lineas celulares derivadas del raton SDHD-ESR.

Para poder obtener mayor informacion acerca del efecto de la sobre-expresion de
p21WAF1/Cipl detectada en los tejidos del ratén SDHD-ESR a través del anadlisis de los
datos del microarray, se estudid si dicha induccion también ocurria en las lineas
celulares derivadas del ratén. Para ello, se tomaron clones independientes de cada
uno de los genotipos, y se estudio el curso temporal a 4 y 24 horas tras adicion de

4-OHT al medio de cultivo, incluyendo para cada clon una condicién control sin
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tratamiento con la droga. En ambos tipo celulares, p21WAF1/Cipl se encontraba
inducido en los clones mutantes SDHD-ESR después de 4 horas tras el tratamiento
con 4-OHT. Dicha induccién se mantenia hasta las 24 horas en el cultivo. Sin
embargo, no se detectdé acumulacion de la proteina ni en la linea +/+ ni en la +/-
que no expresaban la CRE-ESR en ningin punto del curso temporal (Figura 19).
Dado que la acumulacion de p21WAF1/Cipl esta asociada con dafos en el ADN asi
como con la senescencia replicativa celular, analizamos la presencia de dafio en el
ADN y los efectos en la proliferaciéon celular de ambas lineas inmortalizadas. La
respuesta al dafio en el ADN se evidencié mediante la acumulacién de la histona
H2AX en su forma fosforilada en los clones heterocigotos procedentes tanto de
iMEFs como de iBMKs en western blot. La fosforilaciéon de la Ser-139 de la histona
H2AX es una de las primeras modificaciones que sufren las histonas en respuesta a
la inestabilidad gen6émica (Bonner et al., 2008). Sorprendentemente, se observo
una acumulaciéon de H2AX en el animal +/-. Este resultado se observo en ambas
lineas celulares. Por el contrario, la pérdida de ambos alelos de SdhD que tiene
lugar en los animales SDHD-ESR no parece incrementar los niveles de dafio en el
ADN sino que éstos disminuyen hasta alcanzar los niveles de los animales

silvestres o incluso menores (Fig. 19).

Cuando se evalué la capacidad proliferativa de las células en cultivo tras el
tratamiento con 4-OHT a través del contaje de células de los tres genotipos en
ambas lineas celulares, s6lo se observaron indicios de descenso en los clones
SDHD-ESR que perdian ambos alelos de SdhD tras el tratamiento con 4-OHT. En el
resto de clones no se observaron diferencias en cuanto a los niveles de

proliferacién en las células tras afiadir 4-OHT al cultivo (Fig. 20).
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Figura 19. Niveles de proteinas en las lineas mediante Western Blot. Niveles de
deteccion de p21WAF1/Cipl (21 kDa) e histona H2AX fosforilada (16kDa) en extracto
total de proteina procedente de clones independientes de iMEFs (A) e iBMKs (B) sin
tratar con 4-OHT, a las 4 y 24 horas después de anadir el 4-OHT considerando como
control de carga la B-actina. *p<0,05; ***p<0,001 respecto a la condicion sin 4-OHT;
#p <0,05; ##p<0,01 respecto a los valores del +/+. Se analizaron 2 clones diferentes
por cada genotipo. Se representan los resultados obtenidos de un clon por cada
grupo. El resultado obtenido en el otro clon fue similar.
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Figura 20. Curvas de crecimiento en las lineas celulares. Representacion del
resultado del contaje para evaluar la capacidad proliferativa de los clones de
iMEFs (A) e iBMKs (B). En ambos casos se trataron a los clones de los tres
genotipos con medio de cultivo sin 4-OHT como control (vehiculo) y con 4-OHT
66nM. En el caso de los iMEFs, el nimero de células de partida para el
experimento fue de 3x103, mientras que en el caso de iBMKs fue de 3x105.
*p<0,05. Se analizaron 2 clones diferentes por cada genotipo. Se representan los
resultados obtenidos de un clon por cada grupo. El resultado obtenido en el otro
clon fue similar.

3.6 CARACTERIZACION DEL SISTEMA HEMATOPOYETICO DE LOS RATONES

SDHD-ESR

3.6.1 Raton SDHD-ESR como posible modelo de Sindrome Mielodisplasico

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) constituyen un grupo de neoplasias

mieloides muy heterogéneo en los que se han identificado una gran variedad de
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marcadores genéticos o moleculares que podrian estar implicados en su
etiopatogenia. Se ha descrito un incremento de la densidad vascular en algunos
pacientes con SMD, con niveles aumentados de Vegf y una mayor expresion de
Hifla. De hecho, tal y como se describi6 en el apartado de Introduccién, la
disfuncién mitocondrial se relaciona con enfermedades hematoldégicas tumorales
posiblemente debido a que una actividad mitocondrial defectiva podria actuar
alterando el metabolismo celular hacia rutas anaerébicas de forma similar a la que
tiene lugar en hipoxia, resultando en su transformacion tumoral (Suda et al., 2011;
Takubo and Suda, 2012; Rehn et al, 2011; Parmar et al,, 2007). Esto, unido al
hecho de que mutaciones en Idh, estrechamente relacionada con Sdh, son causa de
leucemia mieloide aguda (LMA), una enfermedad que en muchos casos representa
un estadio mas avanzado de SMD, nos indujo a estudiar el sistema hematopoyético
de nuestro modelo, asi como a investigar posibles mecanismos moleculares que
vincularan el defecto mitocondrial de nuestro modelo murino con un posible

fenotipo hematoldégico.

3.6.2 Caracteristicas de la sangre periférica de los ratones SDHD-ESR.

Se analizaron las poblaciones en sangre periférica en animales +/+, +/- y SDHD-
ESR tras 3 semanas del tratamiento con tamoxifeno. En relacién a la serie roja, los
animales SDHD-ESR mostraban cierta tendencia al descenso en el nimero de
hematies, al igual que en la cantidad de hemoglobina y en hematocrito. Respecto a
la serie blanca, en los individuos SDHD-ESR se observé un aumento en el contaje
de los monocitos sin alcanzar la significacion estadistica. También se observo un
descenso significativo en el contaje de plaquetas (trombocitopenia) en los
animales SDHD-ESR en comparacién con el resto de individuos (Fig. 21).

Para el inmunofenotipado de los animales, se llevé a cabo la detecciéon de las
poblaciones positivas para el antigeno leucocitario comin (CD45), que solo lo
expresan las células nucleadas del sistema hematopoyético. Ademas, también se
estudio la poblacion de linfocitos T maduros mediante marcaje con el anticuerpo
monoclonal anti-CD3 y las poblaciones de granulocitos y macréfagos mediante
marcaje con el anticuerpo monoclonal anti-CD11b, ambas poblaciones incluidas en

la poblacién CD45+.
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Figura 21. Hemograma de sangre periférica de raton SDHD-ESR. En la
imagen se presentan aquellos parametros en los que se detectdé mayores
variaciones entre los diferentes genotipos tras 3 semanas de tratamiento con
tamoxifeno. **p<0,03. N= 5-6 animales por grupo.
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Considerando solo el grupo de células positivas para CD45, tanto en los animales
+/-, como en los SDHD-ESR, no se aprecid diferencia en el porcentaje de células
positivas para el marcaje de CD3 y CD11b con respecto a los animales +/+ (Fig.
22).
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Figura 22. Inmunofenotipaje de sangre periférica del raton SDHD-ESR. En la
parte superior (A) se muestran diagramas representativos adquiridos a partir de
los valores de los parametros SSC-A (del inglés, Side Scatter Component Area), CD3
y CD11b para un animal +/+, otro +/- y un animal SDHD-ESR. Cada célula viene
representada por punto de color rojo si es positiva para CD3 6 azul si es positiva
para CD11b. En la parte inferior de la figura (B) se representan las cuantificaciones
obtenidas para cada marcaje en el total de animales empleados para el
experimento. N= 2-5 animales por grupo.
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3.6.2.1 Caracteristicas de la médula 6sea de los ratones SDHD-ESR

En paralelo a los estudios de la sangre periférica del raton, se analizaron las
poblaciones celulares presentes en la médula 6sea de los mutantes SDHD-ESR. Se
analizaron animales +/+, +/- y SDHD-ESR tras 2 semanas (SDHD-ESR grupo I) del
tratamiento con tamoxifeno, es decir, antes de que se observara un deterioro
general de los mutantes, y tras 3 semanas del tratamiento con tamoxifeno (SDHD-
ESR grupo II), momento en el que los animales presentaban cierto nivel de
deterioro (Fig. 8 y 9). En el caso de los individuos con genotipos +/+ y +/-, los
animales sacrificados a los dos tiempos se analizaron como un solo grupo al no
mostrar diferencias entre ellos. De nuevo, se llevd a cabo la detecciéon de las
poblaciones positivas para CD45, ademas de poblaciones especificas mediante el

disefio de diferentes combinaciones con anticuerpos monoclonales.

En primer lugar se evalué la viabilidad de las células. Para ello se realiz6 un doble
marcaje que incluia anexina V y 7-amino-actinomicina (7-AAD). La apoptosis es un
proceso fisiolégico normal que se caracteriza, entre otros aspectos, por la
translocacion del fosfolipido de membrana fosfatidilserina (FS) desde el interior
hacia el exterior de la membrana plasmatica, exponiéndose en la superficie de la
célula. Anexina V, al tratarse de una proteina de unién a fosfolipido dependiente de
calcio que tiene una alta afinidad por la FS, se une a las células en las que dicho
fosfolipido se encuentra expuesto hacia el exterior celular. Por lo tanto sirve como
sonda sensible para andlisis de citometria de flujo de células apoptéticas. La
tincién con anexina V se usa tipicamente en conjuncién con el marcador 7-AAD
para permitir identificar las células apoptéticas de las células que presentan dafios
en la membrana. De esta forma, Unicamente se consideraran células viables
aquellas que sean negativas para ambos marcadores; las células que estan en
apoptosis temprana seran positivas para anexina V positivas y negativas para 7-
AAD y las células que se encuentran en la apoptosis tardia o muertas seran
aquellas que sean positivas tanto para anexina V y 7-AAD. En los estudios de
viabilidad también se incluyeron los marcadores CD45 y CD3 especificos de

linfocitos T.

En los animales SDHD-ESR I se observd un descenso en el nimero de células
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viables CD45* pero no en las totales, respecto a los controles +/+ y +/- . Tras tres
semanas de tratamiento con el tamoxifeno (SDHD-ESR II) se detect6 la caida de la

viabilidad total (Fig. 23).
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Figura 23. Analisis por citometria de la poblacion de células
hematopoyéticas en médula 6sea. En la parte superior (A) se representan las
proporciones de células vivas (Anexina V-/7AAD-; amarillento), muertas (Anexina
V+/7AAD*; azul oscuro), apoptéticas (Anexina V*/7AAD-; rosa) o con membrana
dafiada (Anexina V-/7AAD*; azul claro). En (B) estan representados por punto de
color verde claro, si se trata de célula negativa para el marcaje con CD45 y
naranja si es positivo para CD45. Incluida dentro de la poblacién CD45* en
encuentra marcada de color amarillo las células CD3*. En la parte inferior de la
figura (C) se representa la cuantificaciéon obtenida para la poblacién positiva de
CDA45 pertenecientes a la fraccion de células viables. *p=0,032. N= 5-10 animales
por grupo.
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Para poder analizar los granulocitos y los macréfagos entre la poblaciéon de células
hematopoyéticas CD45+, se incluyd el anticuerpo monoclonal anti CD11b. A pesar
de que no se observaron diferencias significativas en la proporcién de células que
expresan este marcador en los diferentes grupos de animales analizados, se
observaron alteraciones en el patron de distribucion de las células en funcién del

tamafio y la complejidad (Fig. 24).

>

+/+ +/- SDHD-ESR 1 SDHD-ESR 11

i : : :
i i S [ :
: 3 : % i & i §

80

~

60
50
40
30
20

relativo a

oblacion CD45* (%)

p

+/+ +/- SDHD-ESR1 SDHD-ESRII

Figura 24. Analisis de granulocitos y macrofagos. En la parte superior (A)
estan representados los diagramas de los parametros SSC-A y la intensidad de
fluorescencia del anticuerpo anti-CD11b para los animales +/+, +/-, SDHD-ESR 1
y II. La poblacién verde claro representa las células negativas para el marcador
CD11b (CD11b’) mientras que la verde oscuro representa a las células positivas
para CD11b (CD11b*). En la parte inferior de la figura (B) se representa la
cuantificacion obtenida para la intensidad de fluorescencia de CD11b relativa a la
poblacion CD45+ para cada grupo de animales. N= 7-13 animales por grupo.

Para poder detectar especificamente la poblacion linfocitaria entre las células de la
serie blanca diferenciada, también se incorpor6 al procedimiento experimental el
marcaje con los anticuerpos monoclonales CD3 como marcador especifico de

células T maduras (linfocitos T). En la fraccién CD45%, la cuantificacion de CD3
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mostraba una tendencia clara al aumento en los animales SDHD-ESR [ y II sin llegar

a alcanzar significacion estadistica por la dispersion de los datos. (Fig. 25)
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Figura 25. Analisis de linfocitos T en médula 6sea de raton SDHD-ESR. En la
parte superior estan representados los diagramas de los valores de los
parametros SSC-A y la intensidad de fluorescencia del anticuerpo anti-CD45 (A) y
anti-CD3 (B) para los animales +/+, +/-, SDHD-ESR I y II. Cada célula viene
representada por punto de color verde oscuro si es positivo para CD45. Incluida
dentro de la poblacién CD45* en encuentra marcada de color rojo las células
CD3*. En la parte inferior de la figura (C) se representa la cuantificacién obtenida
para la fluorescencia de CD3 relativa a CD45+ para cada grupo de animales. N= 6-
11 animales por grupo.

Sin embargo, al analizar la poblacién de células B (linfocitos B) y precursoras de B
a través del marcador B220 (estos ultimos con un marcaje CD45 mas bajo en
relacion a los B220 maduros), si se consiguid obtener diferencias significativas en

animales SDHD-ESR I y II con respecto a los animales +/- y +/+ (Fig. 26).
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Figura 26. Analisis de linfocitos B en médula dsea de raton SDHD-ESR. En
la parte superior estan representados los diagramas de los valores de los
parametros SSC-A y la intensidad de fluorescencia del anticuerpo anti-CD45
(A) y anti-B220 (B) para los animales +/+, +/-, SDHD-ESR I y II. Cada célula
viene representada por punto de color verde oscuro si es positivo para CD45.
Incluida dentro de la poblacion CD45* en encuentra marcada de color morado
las células B220*. En la parte inferior de la figura (C) se representa la
cuantificacion obtenida para la fluorescencia de B220 relativa a CD45* para
cada grupo de animales. ***p<0,001. N= 6-11 animales por grupo.

El marcador B220 identifica todos los estadios madurativos del linaje de linfocitos
B. Durante la maduracion a linfocito B encontramos precursores en estadio pro-B
(estadio 1), el mas inmaduro y en el que no se producen inmunoglobulinas, y
estadio pre-B (estadio 2), en el que se produce pseudo-inmunoglobulina M (p-
IgM). Finalmente, el estadio de célula B madura (estadio 3), se produce IgM. Por lo

tanto, la combinacion de marcadores B220 e IgM nos sirvi6 para poder discriminar
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especificamente que el tipo de célula B previamente descrito como precursor de
célula B era el que realmente se estaba viendo afectado y, como indican las
cuantificaciones mostradas en la figura anterior, deplecionado en nuestro modelo

animal (Fig. 27).
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Figura 27. Estadios de maduracion de linfocito B. Representacion de la
combinacién de marcadores B220 e IgM de cada una de las células adquiridas
para los animales +/+ y SDHD-ESR Il. En naranja, estadio 1; en azul estadio 2; en
verde, estadio 3. En la parte inferior, cuantificacién obtenida para los animales
+/+y SDHD-ESRII. ***p=0,001. N= 4-6 animales por grupo.

Una caracteristica que define a los progenitores inmaduros es que no expresan
ninguno de los marcadores especificos de los distintos linajes maduros, entre ellos,
CD3, CD4, CDS8, CD11b, Grl, B220, Ter-119, CD11c 6 FceR1la. Por tanto, desde el
punto de vista inmunoldgico se consideran negativos para linaje maduro (Lin’). Se
utiliz6 una mezcla de anticuerpos frente a estos marcadores para identificar al
conjunto células maduras y de precursores diferenciados. Con la fraccidn restante,

Lin-, y con la combinacién de los marcadores c-Kit y Sca-I identificamos las HSC
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murinas. En concreto, podemos diferenciar progenitores mieloides (LK= Lin- Scal
c-Kit*) de las HSC propiamente dichas (LKS= Lin- Scal* c-Kit*). El analisis realizado
muestra un incremento transitorio de la poblacion de células LK y LKS en las médulas
Oseas procedentes de los animales mutantes SDHD-ESR I al compararlas con los
animales control +/+ y +/-. Este aumento revierte en los animales SDHD-ESR II. En

el caso de las LKS, el aumento fue significativo estadisticamente (Fig. 28)
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Figura 28. Analisis de las HSC por citometria en médula dsea de raton
SDHD-ESR. En la parte superior (A) estdn representados la combinacién de
marcadores c-Kit y Sca-I para los animales +/+, SDHD-ESR 1 y II. Delimitadas por
rectangulos de destacan las poblaciones LK y LKS. En la parte inferior de la
figura (B) se representa la cuantificacion obtenida para ambos tipos de
poblaciones. *p=0,037; **p=0,025; ***p=0,008. N= 4-11 animales por grupo.

Los progenitores de la médula 6sea tienen la capacidad de formar colonias en el
bazo de ratones sometidos a irradiacion mieloablativa y ademas, dichas colonias
tienen caracter clonal, es decir, que proceden de una unica célula. Con el objetivo
de analizar las HSCs con capacidad formadora de colonias se trasplant6 la médula
0sea procedente de animales +/+ y SDHD-ESR Il en animales C57/Bl6 sometidos a

irradiacion. Los resultados obtenidos hasta el momento muestran una menor
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cantidad de colonias en los bazos de los animales trasplantados con médulas dseas

procedentes de SDHD-ESR II (Fig. 29).
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Figura 29. Trasplante de médula dsea del animal SDHD-ESR en ratones
C57/Bl6 irradiados. Contaje del nimero de colonias observadas en los bazos
de los animales trasplantados. Junto a cada barra de datos se muestra una
imagen de un caso representativo donde se rodea con un circulo blanco una
de las colonias detectadas en cada caso. N=11-13 animales por grupo.

Dado que el analisis hematimétrico mostré ligeras diferencias en los parametros
de los hematies, decidimos evaluar el estado madurativo de la poblacién eritroide
en nuestro modelo animal. Para ello analizamos los marcadores de superficie
caracteristicos de células eritroides (TER-119) en combinacién con el marcador
del receptor de transferrina (CD71) en médula 6sea. El nivel de expresion del
receptor transferrina es mayor en los precursores eritroides durante la fase
inmaduras e intermedias, tras lo cual, la expresién decrece durante la fase de
reticulocito. La maduracién de los eritrocitos da lugar a una pérdida en la
expresion del receptor transferrina, en combinacién con la regulacion descendente

de la maquinaria de sintesis de hemoglobina (Fig. 30).
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Figura 30. Proceso de maduracion y diferenciacion eritroide. Dicho
proceso se origina en la médula 6sea, a partir de los precursores eritroides y
culmina con la maduracién del eritrocito en el torrente sanguineo.
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Por ello, la combinaciéon de CD71 y Ter119 nos permite diferenciar cuatro estadios
tedricos de maduracion: el estadio mas inmaduro 6 estadio 1 (Ter119- CD71%),
estadio 2 (Ter119+ CD71* alto), estadio 3 (Ter119* CD71* bajo), y estadio 4
(Ter119* CD71-). Se observaron diferencias significativas en cuanto a los dos
primeros estadios de maduracion en los animales SDHD-ESR II, tratandose estas
de un incremento del estadio mas inmaduro (estadio 1) y de un descenso en el
estadio 2 con significancia estadistica. Sin embargo, no se consiguieron detectar

diferencias significativas en los otros dos estadios de maduracidon (Fig. 31).

En conjunto, el fenotipo hematolégico descrito en el raton SDHD-ESR, resumido en
la Tabla 5, muestra una afectacién diferencial de algunos linajes mieloides, asi
como un efecto en la maduracion de los linfocitos B y en las HSCs. En principio,
estos rasgos fenotipicos satisfacen los criterios para constituir un modelo de

sindrome mielodisplasico (Kogan et al., 2012).

Tabla 5. Caracteristicas hematolégicas del ratén SDHD-ESR

Tejido Fenotipo
Sangre Descenso de hematies, hemoglobina y hematocrito.
periférica Descenso de plaquetas.

Descenso de viabilidad de células hematopoyéticas nucleadas.
Descenso de células precursoras de B.

Médula 6sea |Aparente no afectacion de linfocitos T a la delecion de SdhD.
Acumulacion transitoria de células madre hematopoyéticas.
Retencion de la maduracion eritroide en estadios inmaduros.

3.7 ESTUDIOS MOLECULARES DEL SISTEMA HEMATOPOYETICO DE LOS
RATONES SDHD-ESR

Se realiz6 un estudio molecular sobre tejido hematoldgico, a partir de médula 6sea
total obtenida de los animales tras 3 semanas de tratamiento con tamoxifeno,
mediante western blot de proteinas relacionadas con la activacion de los
mecanismos de adaptaciéon a hipoxia (Hifla y Hif2a), asi como de p21WAF/Cipl y

H2AX, implicadas en la respuesta a la pérdida de SdhD. Ademas, se analizaron los
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niveles de ARN mensajero de Glutl mediante RT-qPCR (Fig. 32).

+/+ +/- SDHD-ESR I SDHD-ESR 11
1 . 1 . 1
’ ’ 2 . 8 1 S
2 2
B ’ 2 E 3 2
Lo 3 3 |
R 3 . . [l R 3
g . -
4 ]
. 4
L 2 (] . i L i i 11 w B . 3
20,0 ~ 100,0 .
L
- -
g 150 ~§ 80,0
= = & 60,0
% 10,0 @ %
S =8 400
\,IU ’—‘—‘ - - ZUIU
00 ! 0,0
+f+ +/- SDHD-ESR 1 SDHD-ESR II +/+ +/- SDHD-ESR1SDHD-ESR 11
20,0 14,0
12,0
= 150 = 10,0
8,0
Sl 100 P )
* . ‘ 2
Y8 50 : S 40 ’
2,0
0.0 ) 0,0
+/+ +/-  SDHD-ESRI SDHD-ESRII /4 +/- SDHD-ESR1 SDHD-ESRII

Figura 31. Analisis de maduracién eritroide por citometria de flujo en
médula 6sea de ratén SDHD-ESR. Representacion de la intensidad de
fluorescencia de CD71 y Ter119 para una médula 6sea de un animal de cada
genotipo. Cada estadio de maduracién se encuentra enmarcado en un
rectangulo (A). Celularidad (células en porcentaje) registrada para cada uno
de los estadios de maduracién para los animales +/+, +/-, SDHD-ESR [ y II
(B). Estadio 1: ***p<0,008; Estadio 2: *p= 0,036, **p= 0,024, ***p= 0,005;
Estadios 3 y 4 sin significacion estadistica. N= 5-8 animales por grupo.

No se detectd la acumulacién de ninguna de estas proteinas en ninguna muestra de
médula 6sea, a pesar de observarse en los carriles correspondientes a los extractos
de proteinas de iMEFs tomados como control. Sin embargo, en las médulas
procedentes de animales SDHD-ESR, se detecté un aumento en los niveles de ARN

mensajero de Glut1.
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Figura 32. Respuesta de adaptacion a hipoxia en tejido hematopoyético de
animal SDHD-ESR. Niveles de deteccion de Hifla, (120 kDa) Hif2a (118 kDa),
p21WAF1/Cipl (21 kDa) e histona H2AX fosforilada (16 kDa) en extracto total de
proteina (A) y niveles de mensajero de Glut1 (B) en médula dsea total de animal
SDHD-ESR tras 3 semanas de tratamiento con tamoxifeno. *p<0,05; ***p<0,001.
En el western blot se incluyeron extractos de proteina total de clones iMEFs de
genotipo SDHD-ESR sin y tras 4 horas de tratamiento con 4-OHT en el cultivo.
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4 DISCUSION

4.1 RESUMEN

En el trabajo experimental desarrollado en la presente Tesis Doctoral, se ha
profundizado en la caracterizacion de un ratdon mutante “knock-out” en el gen
SdhD, que codifica una de las cuatro subunidades de la succinato deshidrogenasa
(SDH), y que ha sido descrito como gen supresor de tumores. Este modelo,
denominado SDHD-ESR y generado en nuestro laboratorio (Diaz-Castro et al,
2012), permite deplecionar la funcién del CMII mitocondrial mediante la induccion

de la pérdida de ambos alelos de SdhD mediada por tamoxifeno.

4.2 RATON SDHD-ESR, p21WAFi/Cipt Y POSIBLES MECANISMOS DE
TUMOROGENESIS

En este estudio se ha tenido como uno de los objetivos principales identificar los
eventos moleculares con potencial implicacién en tumorogénesis desencadenados
tras la induccidn de la pérdida del segundo alelo SdhD in vivo en el modelo de ratén
SDHD-ESR. Con este fin, una vez validada la caracterizacion basica del animal
desde el punto de vista de la delecién del gen SdhD y la alteracién de la actividad
mitocondrial, caracterizamos la via de respuesta a hipoxia mediada por Hifla, uno
de los mecanismos mas aceptados hasta esa fecha como responsable de
tumorogénesis. En los resultados obtenidos del andlisis de la expresion de genes
diana de Hifla, a pesar de observarse una tendencia hacia mayores niveles de
expresion, ésta tendencia solo fue significativa para Vegf. Ademas, a pesar de estos
resultados, no se consiguio detectar acumulacion de Hifla mediante western blot a
partir de extractos de proteina total en los tejidos del ratén. Estos resultados, no

permitieron establecer claramente la teoria de la pseudo-hipoxia como definitiva.

Para extender el estudio a un sistema ex vivo que permitiera un mayor control de
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la delecion de SdhD se han desarrollado dos lineas celulares inmortalizadas

derivadas del animal SDHD-ESR.

En este nuevo contexto de estudio, se han obtenido resultados inconsistentes con
los hallados en el tejido del animal, en la medida en que si se recapitulaba la
respuesta pseudo-hipéxica. Para identificar otras moléculas o rutas implicadas en
la respuesta a la delecion del gen SdhD se ha realizado un anadlisis del perfil de
expresion génica de médula adrenal y rifidon del ratén. Con este procedimiento se
ha podido identificar el gen Cdknla, que codifica para el inhibidor de quinasa
dependiente de ciclina p21WAF1/Cipl como uno de los genes que se encontraba
sobre-expresado en ambos tejidos procedentes de animales mutantes deficientes
para SdhD. Al estar implicada esta proteina en diversos aspectos del ciclo celular, la
proliferacién, y la senescencia, consideramos interesante comprobar si esta
proteina estaba afectada en las nuevas lineas celulares derivadas del ratén. En
ambos tipos celulares se ha observado un aumento del dafio en el ADN (inferido de
la acumulacién de la histona fosforilada H2AX) en las células heterocigotas, sin que
dicho dafo supusiera un incremento de la proteina p21WAF1/Cipl Sin embargo, la
pérdida de ambos alelos de SdhD inducida en las células SDHD-ESR devuelve este
dafio a los niveles detectados en las células homocigotas +/+ acompafiada a su vez

por una acumulacion de p21WAF1/Cip1,

Este fendémeno detectado podria ser clave para proponer un link hasta ahora no
establecido entre el gen supresor de tumores SdhD y la induccién de p21WAF1/Cip1 A
pesar de no estar identificado, estd ampliamente aceptado que tras la pérdida de
las dos copias del gen SdhD, es necesario que tenga lugar un evento adicional para
que se inicie el proceso de tumoracion (Baysal, 2013). Este requerimiento parece
ser especifico para tumores dependientes de SdhD y de SDHFAZ2, ambos localizados
en el cromosoma 1 en humanos, ya que la pérdida de los dos alelos de los genes
que codifican para el resto de subunidades del CMII-SdhA, SdhB y SdhC- es

condicion suficiente para la aparicion del tumor.

Hasta ahora, se desconoce la naturaleza de este hipotético “evento extra”. Los
resultados obtenidos y la implicacién de p21WAF1/Cipl en el ciclo celular, la
proliferaciéon y la senescencia nos permiten proponer que la induccién de

p21WAF1/Cipl derivada de la pérdida de SdhD podria constituir un punto de control
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(“check-point”) de parada del ciclo celular ante la disfuncién mitocondrial. Por ello,
cualquier evento molecular que permita a la maquinaria de division celular
“escapar” a este punto de control conduce a las células a procesos replicativos
aberrantes y a la acumulacién de mutaciones, que daran lugar en ultimo término a
la transformaciéon oncogénica. En este sentido, con los datos obtenidos hasta la
fecha no podemos establecer un mecanismo molecular que explique Ia
acumulacién del dafio en el ADN de los individuos heterocigotos, y por qué ese

dafio es revertido en los mutantes con ausencia completa de SdhD.

Estudios realizados en humanos, basados en los perfiles de expresion génica y en
agrupamientos jerarquicos no supervisados, describen una diferenciacién entre
los feocromocitomas (FCC) con mutaciones en Vhl y SdhD y los feocromocitomas
con mutaciones en MEN2, RET y NF1 (Dahia et al., 2005; Favier et al., 2009; Lépez-
Jiménez et al., 2010). Entre los genes implicados en dicha diferenciacidn, el gen que
codifica p21WAF1/CGipl Cdknla, presentaba niveles de expresion diferentes en un
estudio realizado por Lopez-Jiménez (2010). Ademas, la expresion diferencial de
Cdkn1la también se detect6 en el trabajo desarrollado por Merlo et al. (2012) en el
que se comparaba tejido paragangliénico con tejido de paraganglio normal. Todas
estas evidencias apoyan la implicaciéon de p21WAF1/Cipl en los tumores humanos

relacionados con mutaciones en SDH.

El hecho de que el evento adicional a la perdida de ambos alelos de SdhD necesario
para la tumoraciéon no haya tenido lugar en nuestro modelo animal puede ser
atribuido a diferentes circunstancias. Por ejemplo, la reduccién del tiempo de vida
de los animales como consecuencia del tratamiento con tamoxifeno para generar la
deleciéon de SdhD podria impedir que la tumorogénesis tuviera lugar. Ademas,
otros factores genéticos como la redundancia genética, la distinta organizacién
cromosomica o diferentes susceptibilidades derivadas de la ausencia de un alelo

de SdhD podrian ser la causa de las diferencias ente humanos y ratén.

Un papel alternativo de p21WAF1/Cipl como onco-proteina en tejidos deficientes
para SdhD también puede ser considerado. Aunque el papel de p21WAF1/Cipl como
supresor de tumores se opone al mecanismo mediante el cual su induccion esta
asociada a tumorogénesis (Abbas and Dutta, 2009; Romanov et al., 2007), se ha

podido demostrar que bajo ciertas condiciones, p21WAF1/Cirl pyede promover la
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proliferacién celular y la oncogenicidad (Abbas and Dutta, 2009; Cheng et al,
2010). La activacion transcripcional del gen Cdknla parece ser independiente de
p53, al menos en nuestras lineas celulares derivadas del raton SDHD-ESR, ya que
ambas fueron inmortalizadas a través de la expresion de la forma dominante
negativa de p53 y de la expresion del antigeno T de SV40, que a su vez actda
inactivando a p53. Tal regulacion del gen Cdknla independiente de p53 ha sido, de

hecho, descrita en otras situaciones (Degenhardt et al., 2002).

4.3 ACTIVACION DE LA ViA “PSEUDO-HIPOXICA” EN LINEAS CELULARES
DERIVADAS DEL MODELO SDHD-ESR

La pérdida de ambos alelos de SdhD da lugar a la sobre-expresiéon del gen que
codifica para el transportador de glucosa 1 (Glutl) en las lineas celulares
generadas (iMEFs e iBMKs), lo cual indica un cambio metabélico hacia la glucdlisis.
Este cambio en el perfil de expresién génica parece estar mediado por la activacién
de la respuesta “pseudo-hipo6xica” en la que Hifla juega un papel esencial (Briere
et al,, 2005; Selak et al., 2005; Pollard et al., 2005). De hecho, en nuestros sistemas
celulares observamos una clara y rdpida acumulacién de Hifla. Sin embargo,
aunque la induccién de Glutl puede estar causada por la estabilizacién de Hifla, la
perdida de la funcién mitocondrial podria estar forzando a las células a producir
dicho cambio metabdlico a través de alteraciones en la expresion de genes

independientes de Hifla.

Los datos obtenidos de los cultivos celulares también mostraban que Ila
estabilizacion de Hifla en nuestro modelo es transitoria, lo que podria ser la razén
por la cual no hemos sido capaces de detectar la acumulacién de dicha proteina en
los tejidos del animal tras el tratamiento con tamoxifeno via intraperitoneal. Por
otro lado, los datos obtenidos de los estudios de perfil de expresiéon génica en
tejido del ratén no mostraron evidencias de una activaciéon de la via “pseudo-
hipo6xica”. Por lo tanto, no se puede concluir que la pérdida de SdhD implique
directamente la acumulacion de Hifla y la activacion de la via “pseudo-hipdxica”.
Sin embargo, es importante considerar que Hifla puede desempefiar un papel

esencial en el progreso del tumor una vez éste se ha formado.
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4.4 RESPUESTA TISULAR DIFERENCIAL ANTE LA DISFUNCION
MITOCONDRIAL

Un aspecto interesante en relacidn a los tumores originados por mutaciones en el
CMII o en sus proteinas relacionadas es la tendencia a localizarse en tejidos
derivados del sistema paraganglionico. La razén propuesta para dicha
especificidad de tejido es que la habilidad intrinseca de dichos 6rganos para
detectar oxigeno, ente otras caracteristicas bioldgicas, podria estar implicada de
alguna manera en la predisposicién que presentan a formar tumores (Baysal,

2013).

De hecho, la diferencia en cuanto a los cambios en los perfiles de expresion génica
entre la médula adrenal y el rifiéon que han sido detectados en nuestro estudio
evidencia que dichos tejidos responden de manera diferente a la deleciéon de SdhD.
En la médula adrenal, la respuesta observada apunta hacia la inhibiciéon de la
respuesta inflamatoria y la disminucién de la actividad inmunolégica a través de
cambios en la expresién de quimiocinas, citoquinas y sus receptores. Por otro lado,
los datos revelan que el rifiéon actia promoviendo reajustes metabdlicos, y
procesos implicados en la viabilidad y supervivencia celular. Si estas diferencias
subyacen de alguna forma a la predisposicién diferencial hacia la transformacion

tumoral es algo que serd objeto de estudio en investigaciones futuras.

4.5 ANIMAL SDHD-ESR COMO POSIBLE MODELO PARA EL ESTUDIO DE
HEMOPATIAS CAUSADAS POR DISFUNCION MITOCONDRIAL

Ademas de las evidencias clinicas, resultados recientes obtenidos a partir de un
modelo murino confirman el vinculo entre la disfuncién mitocondrial generada por
mutaciones en la enzima Idh, localizada tres pasos por delante de la enzima Sdh en
el ciclo de Krebs, y la aparicion de desérdenes hematologicos malignos (Sasaki et
al., 2012b). Este modelo consiste en un raton KI condicional, que expresa el alelo
mutante /dhIR132H tras la escisién de un casette loxP-stop-loxP mediada por la
recombinasa CRE regulada por el promotor especifico de linea mieloide LysM,

generado para el estudio de la leucemia, pero que no desarrollaban finalmente la
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enfermedad.

Por ello, considerando la necesidad de obtener modelos animales robustos que
recapitulen las enfermedades hematolégicas, y teniendo en cuenta la posible
implicacion de la disfunciéon mitocondrial en la apariciéon de algunas de estas
entidades, nosotros proponemos nuestro modelo animal SDHD-ESR de disfuncién

mitocondrial como posible modelo para SMD/LMA.

El subcomité del Consorcio de Hematopatologia de los Modelos Murinos de
Canceres Humanos, reconoci6 la necesidad de una clasificacién de las neoplasias
hematopoyéticas no linfoides murinas que pudiera ser comparable a la de
humanos. De esta forma se permitia a los investigadores diagnosticar lesiones
como entidades bien definidas segin una serie de criterios aceptados basados en
hallazgos de sangre periférica, caracteristicas citolégicas de los tejidos
hematopoyéticos, histopatologia, inmunofenotipo, caracteristicas genéticas, y
curso clinico (Kogan et al., 2002). Dicho diagndstico, a su vez, permitia clasificar las
lesiones en 4 categorias de neoplasias hematopoyéticas, que a pesar de
identificarse a través del incremento de la poblacién de células hematopoyéticas
no linfoides en bazo y/o médula ésea, presentan caracteristicas diferenciales:
leucemias no linfoides, sarcomas hematopoyéticos no linfoides, displasias
mieloides, y las proliferaciones mieloides no reactivas. Los SMD se encuentran
dentro de la categoria de las displasias mieloides, cuyos criterios poblacionales

definidores son:

1. Presencia en sangre periférica de una o mdas de las siguientes

manifestaciones:
a. Neutropenia (con o sin anemia y con o sin trombocitopenia)
b. Trombocitopenia con leucocitosis o eritrocitosis
C. Anemia sin leucocitosis o trombocitosis

2. Defectos en la maduracién de células hematopoyéticas de origen no linfoide
evidenciados por:
a. Disgranulopoyesis, diseritropoyesis, y/o megacariocitos
displasicos con o sin aumento de blastos inmaduros, en cuyo caso
sera subclasificado como SMD

b. Al menos 20% de blastos en médula 6sea y/o bazo, en cuyo caso
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sera subclasificado como citopenia con elevado niimero de blastos.

3. Desoérdenes que no cumplen los criterios de leucemia no linfoide

Desde el punto de vista morfologico, se han de tener en cuenta alteraciones tanto

en células eritroides como en megacariocitos y neutrdfilos.

En el proceso de caracterizacion del animal SDHD-ESR desde el punto de vista
hematoldgico como posible modelo de SMD, se ha observado un incremento en la
poblacién monocitica en los animales que han perdido ambos alelos del gen SdhD,
aunque dicho aumento no se ha confirmado por citometria de flujo. Otros rasgos
que se han detectado en nuestro modelo consisten en una tendencia al descenso en
la cantidad de neutréfilos y una reduccidn significativa en el nimero de plaquetas
en animales mutantes. Los animales SDHD-ESR mostraban una tendencia al
descenso en el nimero de hematies, al igual que en la cantidad de hemoglobina y
en hematocrito. Esta reduccién en el nimero de hematies podria estar relacionada
con el fenotipo de bloqueo de la maduraciéon en los estadios mas inmaduros

detectado en la médula 6sea del animal SDHD-ESR.

En la médula ésea, la cuantificacién por citometria ha mostrado un descenso
significativo de la viabilidad de las células CD45*. Los animales SDHD-ESR
sacrificados tanto a las 2 como a las 3 semanas del tratamiento con tamoxifeno
mostraron un descenso especifico de la poblacion los precursores de las células B
sin que se detectaran diferencias significativas en la poblacion linfoide T. De hecho,
este fenotipo en las células precursoras de B es el efecto mas robusto y
reproducible observado en el sistema hematopoyético de nuestro animal SDHD-
ESR. Al analizar la poblacién de granulocitos y macréfagos a través del marcador
CD11b, no hemos detectado diferencias cuantitativas significativas entre los
animales mutantes y los controles, sin embargo el perfil de distribucién de este
tipo de células en funciéon de su tamafio y granularidad (o complejidad celular
interna) es diferente al comparar un animal control con un animal mutante,
pudiéndose considerar este aspecto como un rasgo caracteristico de los animales
mutantes a tener en cuenta en la caracterizaciéon del modelo. No obstante, un
analisis morfoldgico preliminar tanto de sangre como de médula 6sea no reflejo
una traduccidn de estos hallazgos en rasgos morfolégicos de displasias (datos no

mostrados).
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En cualquier caso nuestro modelo presenta trombocitopenia, afectacion de la
maduracion de la serie roja, y linfopenia B mas llamativa en los precursores, y no
afectacion de los linfocitos T. Respecto a las HSC observamos una activaciéon
transitoria de la médula 6sea, posiblemente como consecuencia de los defectos
antes mencionados, aunque no podemos descartar que las HSCs adquieran cierta
capacidad proliferativa cuando pierden la funcién mitocondrial. Todo esto sugiere
que el modelo SdhD es valido como modelo de SMD y adquiere el valor afadido de
que el agente etiopatogénico seria la funcién mitocondrial. Sin embargo, ain
considerando que los resultados obtenidos hasta ahora parecen afirmar la validez
experimental de nuestro modelo, serd necesario llevar a cabo mas experimentos
para poder concluir la caracterizacién del animal SDHD-ESR como posible modelo

de estudio de SMD.

Por otra parte, discutimos la posibilidad de que las HSC de los animales SDHD-ESR
que pierden ambos alelos del gen SdhD, podrian presentar un potencial
leucemogénico. La proliferacion clonal de este tipo células madre mutadas dentro
de la médula 6sea y la detencién del proceso de diferenciaciéon de las mismas
puede provocar una acumulaciéon de progenitores indiferenciados en la médula
6sea que inhibe a las células madre normales que todavia pueden producir
progenie normal. Asi, se produce una carencia de hematies, plaquetas y leucocitos.
En este sentido, la acumulacién de la poblacién de HSC LKS observada en nuestro
modelo animal SDHD-ESR podria constituir una evidencia que vincula la
transformacién de células como consecuencia de la mutacién en una enzima

mitocondrial con el potencial de dar lugar a una neoplasia mieloproliferativa.

Para profundizar en la confirmacion el caracter neoplasico detectado en las
médulas 6seas de los animales consideramos estudiar las caracteristicas de las
poblaciones de progenitores a través de su capacidad de desarrollo monoclonal y a
través de la capacidad de expansion en trasplante en un animal inmunodeprimido.
Para ello, se recurrira al trasplante de médula 6sea procedente de animales SDHD-
ESR en animales Balb/c y NOD/Scid gamma (del inglés, non-obese diabetic/ severe

combined immunodeficient gamma; NSG).

Finalmente, como se comenté en el apartado de Introduccion, existen de

evidencias que demuestran induccién de la respuesta de adaptacion a hipoxia
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mediada por Hifla en muestras obtenidas de biopsias humanas con SMD (Albitar,
2001; Savic et al,, 2012; Tong et al., 2012). Ademas, diversos estudios proponen
que la disfuncién mitocondrial podria alterar el metabolismo celular hacia rutas
anaerdbicas, de forma similar a la que tiene lugar en hipoxia, lo que podria dar
lugar a la transformaciéon tumoral de la hematopoyesis (Parmar et al,, 2007; Rehn
et al, 2011; Suda et al,, 2011; Takubo and Suda, 2012). Teniendo en cuenta estas
evidencias, se han llevado a cabo experimentos preliminares para detectar la
posible activacién de la respuesta de adaptacion a hipoxia mediada por Hifla en
tejido hematopoyético del animal SDHD-ESR. Hasta la fecha, no se ha conseguido
detectar induccion de Hifla ni de proteinas relacionadas en las médulas éseas de
los animales +/+, +/- y SDHD-ESR. Esto puede ser debido a que esta técnica no sea
la mas adecuada para el andlisis propuesto o porque en la médula 6sea de estos
animales no esté teniendo lugar la respuesta de adaptacién a hipoxia. Sin embargo,
si se ha detectado un incremento significativo de los niveles de mensajero de Glut1,
dato consistente con la tendencia previamente descrita en riién y con lo
observado en las lineas celulares. Por tanto, no podemos concluir que la activacién
de la respuesta a hipoxia esté teniendo lugar de una forma evidente en la médula

6sea de los animales con pérdida de funcién mitocondrial por deleciéon de SdhD.
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5 CONCLUSIONES

1. En el ratén SDHD-ESR, la delecion de SdhD de forma generalizada provoca
disfuncién de la actividad enzimatica del CMII con una consiguiente pérdida
de peso progresiva y muerte prematura.

2. La activacién de la respuesta “pseudo-hipdxica” como consecuencia de la
deplecion del CMII no tiene lugar de forma generalizada en los tejidos
analizados del ratén SDHD-ESR. La respuesta “pseudo-hipdxica” que tiene
lugar en las lineas celulares derivadas de tejidos de ratén es inconsistente
con los resultados obtenidos en dichos tejidos.

3. Ladisfunciéon mitocondrial inducida por la delecién de los dos alelos del gen
SdhD del CMII desencadena cambios en los perfiles de expresion génica
diferentes en médula adrenal y rifién en los ratones SDHD-ESR. En la
médula adrenal, las funciones mas afectadas fueron movimiento,
mantenimiento, desarrollo, sefializacién, interacciéon, crecimiento y
proliferacién celular, entre otras. Por otro lado, las funciones afectadas en el
rinén estan relacionadas con produccion energética, respuesta a drogas,
metabolismo de acidos grasos, y replicacién, recombinacién y reparaciéon
del ADN.

4. Ambos tejidos muestran sobre expresion del gen Cdknla, que codifica para
el inhibidor de quinasa dependiente de ciclina p21WAF/Cir implicado en ciclo
celular, senescencia y cancer. Asi mismo, esta respuesta se observa en las
lineas celulares derivadas de los tejidos e inmortalizadas.

5. Los estudios realizados en las lineas celulares derivadas del ratén SDHD-ESR
muestran que la pérdida de un solo alelo del gen SdhD da lugar a un
aumento de dafio en el ADN, lo que deriva en la acumulacién de la proteina
fosforilada H2AX. Este fen6meno revierte cuando se pierde totalmente el
gen por la delecion de ambos alelos. Por tanto existe un vinculo, no
propuesto hasta la fecha, entre la pérdida del gen, la activaciéon de p21WAF/Cip
y el dafio en el ADN.

6. La delecion de SdhD afecta al desarrollo normal de la hematopoyesis, lo que

resulta en un descenso en el numero de plaquetas y hematies en sangre
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periférica. Ademas, la delecion de SdhD da lugar a una reduccién en el
numero de precursores de linfocitos B presente en la médula.

El analisis de las células madre hematopoyéticas de los ratones SDHD-ESR
tratados con tamoxifeno muestra una acumulacion transitoria en médula
Osea.

El raton SDHD-ESR constituye un modelo valido de SMD, en tanto que el
fenotipo hematolégico mostrado hasta ahora satisface los criterios
requeridos tanto en sangre periférica como en médula 6sea. Nuestro
modelo podria constituir el primer modelo ratén con SMD por disfuncién
mitocondrial, lo que indicaria que ésta juega un papel central en la

etiopatogenia de la enfermedad.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 PROTOCOLO DE INYECCION DE TAMOXIFENO

Para inducir la delecién de SdhD in vivo se administré tamoxifeno (Sigma)
mediante inyeccién intraperitoneal en nuestro modelo murino KO condicional. En
un primer momento, para los experimentos de la caracterizacion del modelo se
emplearon dos dosis de tamoxifeno, una baja (50 pg de tamoxifeno /g de ratén
durante 2 dias consecutivos) y una alta (100 pg de tamoxifeno/g de ratén durante
4 dias consecutivos). Para la caracterizacion del fenotipo hematolégico, los ratones
fueron tratados con una dosis de 150 pg de tamoxifeno/g de ratén durante 4 dias
consecutivos. Las inyecciones se hicieron a partir de una dilucién de 20 mg de
tamoxifeno / ml de aceite de maiz preparada el mismo dia en que se iniciaban las
inyecciones. La diluciéon se mantuvo a 4°C hasta 3 horas ante de las inyecciones,
momento en el que se pasaba a temperatura ambiente para su atemperacion. Los
ratones de genotipo +/+ y +/- también se inyectaron con las mismas dosis de
tamoxifeno.

En los estudios hematoldgicos, se establecieron dos cursos temporales de
tratamiento con tamoxifeno: el grupo I, que se sacrific6 una vez transcurridas 2
semanas desde la primera inyeccion del tamoxifeno; y el grupo Il, sacrificado a las

3 semanas.

6.2 GENOTIPADO POR PCR

La extraccién de ADN gendmico para el genotipado de los ratones se hizo a partir
de biopsias bien de parte de los deditos que se usan para el marcaje, o bien de un
trozo de cola o de embriones. Las biopsias se mantuvieron a -20 °C hasta su uso.
Para la digestion del tejido se afiadié 600 pl de SNET y 0,1 mg de proteinasa K
(Roche). Las muestras se incubaron a 57°C con agitacion leve durante 2 horasy 15

minutos. Luego se subio la temperatura a 85 °C durante 50 minutos sin agitacion,
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para inactivar la proteinasa K. Una vez digerido el tejido se guardé a 4 °C. Cuando
la muestra estuvo fria se dio un pulso de centrifuga para enviar las sales

precipitadas al fondo del tubo, y se tomé el ADN para la PCR del sobrenadante.

Composicion de SNET
Producto Concentracién
SDS 1%
NaCl 400 nM
EDTA 5 mM
Tris HCI (pH 8) 20 mM

El genotipado de los embriones se realiz6 a través de dos reacciones de PCR: una
para genotipar el alelo SdhD y otra para detectar la expresion de la recombinasa

CRE-ESR

6.2.1 PCR alelo SdhD

Se disefié una PCR capaz de amplificar el alelo silvestre de SdhD (SdhD*), el alelo
nulo (SdhD-) y el alelo SdhD “floxeado” (SdhDf°x) con un trio de oligonucleotidos:

SdhD

Oligo Secuencia (5'-3")
SDHEx5_2 GACTAAGTGATAAACTGTCTTC
SDHNeo_2 GTGATATTGCTGAAGAGC
SDHIn5R 2 ACCCAGAACACAGACTG

Reacciéon de PCR
Reactivo Volumen (ul)
ADN 1ul
SDHEX5_2 (20 uM) 0,5 ul
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SDHNeo_2 (20 uM) 0,5 ul
SDHIn5R_2 (20 uM) 1ul
dNTP (10 mM) 1ul
MgCI; (50mM) 2ul
Buffer 10x 5ul
Taq polimerasa 0,3 ul
H;0 destilada 38,7 ul
Volumen Final Reacciéon = 50 ul
Esquema de PCR
Ciclo Temperatura (°C) Duracién

1 95 5 min.

2 95 30 seg.

3 57 45 seg.

4 72 2 min.

5 volver a ciclo 2 34 veces

6 72 10 min.

4 4 0

6.2.2 PCR recombinasa CRE-ESR

Para identificar los animales portadores del gen de la recombinasa Cre se realizd

una reacciéon de PCR capaz de amplificar un fragmento de este gen con dos

oligonucleotidos:
CRE-ESR
Oligo Secuencia (5'-3")
Cre_lo ACGGGCACTGTGTCCAG
Cre_up TGTTCAGGGATCGCCAG
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Reactivo Volumen (pl)
ADN 1ul
Cre_lo (20 uM) 1ul
Cre_up (20 uM) 1ul
dNTP (10 mM) 1ul
MgCl; (50mM) 2 ul
Buffer 10x 5ul
Taq polimerasa 0,3 ul
H:0 destilada 38,7 ul
Volumen Final Reaccién = 50 pl

Ciclo Temperatura (°C) Duraciéon
1 95 5 min.
2 95 30 seg.
3 57 30 seg.
4 72 1 min.
5 volver a ciclo 2 30 veces
6 72 10 min.
4 4 0
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SdhD- (1200pb)

SdhD* (1000pb) CRE-ESR (800pb)

SdhD"*x (350pb)

Figura 33. PCR de genotipado de SdhD y CRE-ESR. Electroforesis de los
productos de PCR para el genotipado de los alelos de SdhD (A) y CRE-ESR (B).
Entre paréntesis se indican los pares de bases (pb) correspondientes a los
tamafos de cada fragmento amplificado.

De esta forma, a los animales portadores de un alelo SdhD/°xy otro silvestre SdhD*
que no expresaban el gen de la recombinasa CRE-ESR los llamaremos +/+; a los
animales portadores de un alelo SdhDflox y otro SdhD- que no expresaban el gen de
la recombinasa CRE-ESR, +/-, y nos referiremos a los animales portadores de un
alelo SdhDflex y otro SdhD- que si expresaban el gen de la recombinasa CRE-ESR
como SDHD-ESR.

Los animales SDHD-ESR que pertenecian al grupo I de sacrificio (2 semanas post-
tamoxifeno) se nombraron como SDHD-ESR 1y los del grupo II (3 semanas post-
tamoxifeno) como SDHD-ESR II. Los animales con genotipo +/+ y +/- sacrificados a
los dos tiempos se analizaron como un solo grupo al no mostrar diferencias entre

ellos.

6.3 MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES

Los animales se han mantenido estabulados en grupos en racks ventilados, con
comida y agua ad libitum y monitorizados para poder estudiar el posible desarrollo

de fenotipos. Los animales tuvieron seguimientos semanales para la deteccion
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precoz de anomalias. En ninglin caso se permitié que los animales alcanzaran

niveles severos de sufrimiento, en cuyo caso se sacrificaban inmediatamente.

6.4 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LOS COMPLE]JOS MITOCONDRIALES

Las actividades de los complejos mitocondriales se ensayaron por
espectrofotometria en mitocondrias aisladas mediante fraccionamiento de

extractos de tejidos.
6.4.1 Obtencion de mitocondrias

El proceso de extraccién de mitocondrias se llevo a cabo a 4 °C. Los extractos de
higado y rifién se trocearon y homogeneizaron (homogenizador Dounce) en medio
L/K. El homogeneizado se centrifugd en tubos de 15 ml a 4°C durante 10 minutos a
1.000 g. El sobrenadante, que contenia las mitocondrias y el precipitado los
nucleos, membranas y otros restos celulares, se repartié en tubos de 1’5 ml y se
centrifug6 de nuevo a 4°C durante 5 minutos a 12.000 g. Tras esta centrifugacidn,
el nuevo precipitado contenia las mitocondrias. Se resuspendieron los pellet en
350 pl de medio B y se dividié en alicuotas de 50 upl/tubo, se congelaron en N

liquido y luego se conservaron a 80 °C.

Composicion de medio L/K
Producto Concentracion
EDTA 1 mM
Tris HCl pH 7,4 10 mM
Sacarosa 320 mM
Composicion de medio B
Producto Concentracion
EGTA 0,1 mM
Hepes 2 mM
Sacarosa 250 mM

6.4.2 Actividad del complejo mitocondrial I (CMI)

La actividad NADH-ubiquinona-oxidoreductasa se llevo a cabo a 30°C y se midio
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mediante espectrofotometria. Las mitocondrias se prepararon diluyéndolas 1:4 en
solucion C1/C2. Tras incubarlas 5 minutos a 30°C, se centrifugaron 10 minutos a
maxima velocidad. Una vez eliminado el sobrenadante se volvié a afiadir la misma
cantidad de solucién C1/C2 y se congelaron y descongelaron en N2 liquido 3 veces.
Después se incubaron 5 minutos a 30 °C y se inici6 el ensayo, basado en la medida
de la actividad NADH ubiquinona-oxidoreductasa del CMI.

Para ello se midi6 la caida de absorbancia a 340 nm. La absorbancia se midié cada
10 segundos durante 2 minutos tras afiadir 10 pg de proteina, 13 pl de Ubiquinona
10 mM (Sigma), 950 ul de solucién C1/C2, 10 ul de NADH 13 mM (Roche) y 2 ul de
Antimicina 1 mg/ml (Sigma). Tras los 2 minutos de medida e incubacién se
afiadieron 2 pl de rotenona 1 mg/ml, y se midi6 la absorbancia durante 2 minutos
mas. La actividad del CMI se tom6 como la diferencia entre la tasa de consumo de
NADH antes y después de la adicién de rotenona. La actividad se determin6 como

la cantidad de nmoles de NADH metabolizados por minuto y por mg de proteina:

A concentracion NADH (uM/min)=A absorbancia/min (tasa) x 1/E (6,22 mM-!
cm1) x 1.000 (uM/mM) x volumen final (pl)/volumen de la muestra (ul) x factor

de dilucién.

Donde E= coeficiente de extincién molar

Composicion de solucion C1/C2 (pH 7.2)
Producto Concentracién
KH2P04 pH 7,2 25 mM
MgCI2 5 mM
KCn 3 mM
BSA 2,5 mg/ml

6.4.3 Actividad del complejo mitocondrial II (CMII)

La actividad succinato-ubiquinona-oxidoreductasa también se llevé a cabo a 30°C
mediante espectrofotometria. Las mitocondrias se prepararon de la misma forma
que en el caso de la actividad de CMI. Una vez diluidos los complejos en soluciéon

C1/C2 se comenzo el ensayo afiadiendo a la muestra 950 pl mas de solucion C1/C2,
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20 pl de succinato so6dico 1 M (Sigma). Se dejé incubar durante 10 minutos y
seguidamente se afadi6 10 pl de DCPIP (2,6-diclorofenol-indofenol) 5 mM (Sigma),
2 pl de antimicina 1 mg/ml (SIGMA) y 2 pl de rotenona 1 mg/ml. Se midié la
absorbancia a 600 nm durante 2 minutos hasta alcanzar una linea base, luego se
afiadieron 7 pl de ubiquinona 10 mM y se tomaron medidas cada 10 segundos
durante 2 minutos mas. Para el calculo de la A de concentracion DCPIP (UM /min)
se us6 la misma férmula que para el CMI, pero en este caso el coeficiente de

extincién (E) de 19,1 mM-1 cm-L

6.5 CULTIVOS CELULARES

6.5.1 Generacion de lineas celulares

Con la finalidad de obtener embriones de los 3 genotipos (+/+, +/- y SDHD-ESR) se
disefiaron los cruces de ratones escogiendo ratonas jovenes en edad fértil, que
fueron introducidas en la jaula de un macho joven en proporcién 2/1, y se las dejé
durante la noche. A la mafiana siguiente, se procedié a la detecciéon del tapén
mucoso vaginal como signo de fecundacién. A partir de ese momento se conté el
tiempo de desarrollo embrionario.

Para la generacién de la linea de fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs- del
inglés, Mouse Embryonic Fibroblasts) se sacrifico a las hembras mediante
dislocacion cervical tras 14 dias de desarrollo embrionario (E14.5). Parala linea de
células epiteliales de raton (BMKs-del inglés, Baby Mouse Kidney Cells) se

sacrificaron a las crias 5 dias después del nacimiento (P5).

6.5.1.1 Extraccién de fibroblastos embrionarios de ratén

Tras realizar una incisiéon en la pared abdominal de las hembras prefiadas, se
extrajeron los uteros que portaban los embriones y se colocaron en un tubo con
etanol 70%. Rapidamente se cambiaron a una placa en la que se realizaron dos
lavados con PBS 1x (Gibco). En condiciones de esterilidad dentro de la campana de

flujo laminar y con ayuda de unas pinzas se realizo un corte en la pared uterina
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que facilito el acceso a los embriones. Se separ6 cada embrion de la placenta y del
saco vitelino, dejando unicamente la carcasa y la cabeza, que fue empleada para
genotipado. Cada carcasa se pasé a un pocillo de una placa multiwell en la que
previamente se habian afadido entre 250 y 500 ul de PBS 1x, se fragmentaron en
trozos mas pequeios con unas tijeras y se aspiraron repetidamente con una
pipeta para disgregar el tejido. Se afiadié 1ml de Tripsina+EDTA 0,25% (Gibco) a
cada pocillo y se dej6 actuar durante 20 minutos en un incubador a 37°C. Una vez
transcurrido el tiempo de tripsinizacion se trasladé el contenido de cada pocillo a
un tubo de centrifugacion con 15 ml de medio de cultivo DMEM (Lonza)
suplementado con 10% SBF (PAA), 1% penicilina/estreptomicina/glutamina
(Gibco) y 1% aminoéacidos no esenciales (Gibco). Se dejé decantar y, con ayuda de
una pipeta serolédgica, se recogié la fase superior y se centrifugd a 1000 rpm
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Cada pellet se resuspendi6 en 3ml de
medio de cultivo fresco y se sembraron las células en los pocillos de una placa de 6
pocillos, quedando las células de cada embrién en un pocillo diferente. Al dia
siguiente se realiz6 un lavado con PBS 1x en cada pocillo y se afiadié medio fresco.

Se mantuvieron las células en cultivo hasta alcanzar confluencia.

6.5.1.2 Extraccién de células epiteliales de rindén de ratén

Con ayuda de un bisturi y una lupa se realiz6 un corte longitudinal en la superficie
dorsal para exponer a los rifiones a ambos lados de la columna espinal. Se congel6
un trozo de la cola de cada cria para el genotipado. Se depositaron los rifiones de
cada cria en una placa con PBS1x para realizar dos lavados, se cortaron en trozos
pequefios y después se disgreg6 el tejido en una solucion de colagenasa/dispasa.
Se traslad6 el contenido de cada placa a un tubo con medio DMEM (Lonza)
suplementado con 10% SBF (PAA), 1% Penicilina/Streptomicina/Glutamina
(Gibco) y 1% Aminoacidos no esenciales (Gibco) y se dejo decantar el debris al
fondo del tubo. La suspension de células se trasladé a un nuevo tubo y se
centrifugd durante 5 minutos a 1000 rpm. El pellet de células se resuspendid en

medio fresco.
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El genotipado de los embriones y de las crias del raton se realizé segun lo descrito

en el apartado 6.2 Genotipado.

6.5.2 Inmortalizacion de lineas celulares

La capacidad proliferativa de los MEFs en cultivo primario disminuye
considerablemente con el tiempo. Los dos procedimientos mas empleados para
inmortalizar MEFs en cultivo primario son los pases seriados antes de que las
células alcancen el platé de crecimiento y la transformacion me fibroblastos
primarios mediante la sobre expresion de uno o varios oncogenes. En nuestro caso,
para poder generar MEFs inmortalizados (iMEFs) con las caracteristicas de
crecimiento conservadas, recurrimos a la transformacién de los fibroblastos
previamente obtenidos con el pldsmido pEF321-T para inducir la sobre expresion

del Antigeno T del oncogén SV40 (Fig. 34).

Ori

TAmp“
pEF321-T

Adaptado de Kim et al. (1990)

Figura 34. Esquema de la estructura del plasmido pEF321-T. El
fragmento de color negro entre el sitio de corte de la enzima HindIIl (Hd) y
BamHI (Ba) representa la regiéon codificante para el Antigeno T. AmpR
representa la secuencia que confiere resistencia a Ampicilina. Los fragmentos
blanco y gris representan el promotor EF1 y la cola poli(A) afiadida al
plasmido respectivamente. Las flechas indican la direccién de lectura.

La generacion de lineas inmortalizadas a partir de células epiteliales de ratén
precisa de la inactivacion simultanea del retinoblastoma (Rb) y la ruta de p53. Rb
regula proliferacion celular controlando la transicion de la fase G1 a la S, mientras

que p53 evita la entrada de la célula en fase S ante la inactivacién de Rb. Para llevar
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a cabo la inactivacién de p53 recurrimos a la inhibicién directa a través de la
oncoproteinas virales E1A, que da lugar al arresto del crecimiento celular y
apoptosis, que a su vez, inactivamos a través de la expresion de un mutante

dominante negativo de p53 (p53DD).

6.5.2.1 Purificacion v linearizacién de los pldsmidos

Se transformaron bacterias competentes con los plasmidos pEF321-T, pCMVE1A y
pCMV53DD. pCMVE1A y pCMV53DD portaban la onco-proteina viral E1A y p53DD
respectivamente, ambos cedidos por la Dr. Eileen White. Se extrajo ADN mediante

lisis alcalina y se realizaron analisis de restriccion previos a las linearizaciones.

Dado que el plasmido pEF321-T es circular, consideramos conveniente linearizarlo
para asi aumentar la eficiencia de la transformacién. Finalmente se decidio
linearizar 30 pg de plasmido con la enzima de restriccion BamHI para su uso en la
electroporacion de los fibroblastos en cultivo. De igual modo, siguiendo las
instrucciones de Dra. Eileen White, tanto el plasmido pCMVE1A como pCMV53DD
se linearizaron por separado utilizando la enzima de restriccién Sca-I para la

electroporacion en las células epiteliales de rinon.

6.5.2.2 Electroporacion de los plasmidos

Para generar los MEFs inmortalizados (iMEFs), se seleccioné una placa con
fibroblastos de cada genotipo y se tripsiniz6 para despegar las células y tenerlas en
suspension. Se afiadié medio fresco y se recogieron las células de cada placa en un
tubo de 15 ml. Se centrifugaron durante 5 minutos a 1200 rpm y el pellet se

resuspendié en 700 pl de medio fresco junto con:

- ADN de plasmido pEF321-T linearizado y precipitado
- ADN de plasmido YFP (del inglés, Yellow Fluorescent Plasmid), portador
de la secuencia codificante de la proteina fluorescente amarilla que se

empled como control de la eficencia de la electroporacién.

En el caso de los BMKs inmortalizados (iBMKs) cada tubo de suspensién de células

producto de la digestion de los rifiones se centrifugdé durante 5 min. a 1200 rpm. Se
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realizaron tres alicuotas de 500 pl de cada suspension de células y se prepararon 3

posibles combinaciones.

e Combinacién 1

- ADN de plasmido pCMVE1A linearizado y precipitado

- ADN de plasmido pCM53DD linearizado y precipitado

- ADN de esperma de salmo6n como transportador de DNA
e (Combinacién 2

- ADN de plasmido pCMVE1A linearizado y precipitado

- ADN de esperma de salm6n como transportador de DNA
e Combinacién 3

- ADN de plasmido pCMV53DD linearizado y precipitado

- ADN de esperma de salmoén como transportador de DNA

Se trasladaron las mezclas de las células con los pldsmidos a la cubeta de
electroporacion y se utilizé el electroporador (Biorad) a 0,35 V fijando los
parametros intensidad a 500 amperios y la capacitancia a 960 micro Faradios. Una
vez finalizada la electroporacién en cada cubeta, se dejaron reposar las células
durante 10 minutos a temperatura ambiente y, posteriormente, se pasaron a

placas de 10 cm con medio fresco que se mantuvieron en el incubador.

6.5.2.3 Seleccién de clones

Tras dejar las placas con las células en el incubador durante, al menos, cinco dias
tras la electroporacién, comenzamos a observar en el microscopio la formacién de
pequefias colonias o agrupaciones de las mismas. Con ayuda de una punta de
pipeta amarilla se trasladaron algunas de estas colonias a placas independientes
con la finalidad de desarrollar clones de células generadas a partir de una tnica
célula recombinante precursora (que han incorporado el pldsmido), desechar las

células que no han incluido el plasmido.
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Figura 35. Fotografia de iMEFs e iBMKs. Imagen adquirida en el microscopio
de placas de cultivo en monocapa adherida expandidas a partir de un clon
inmortalizado de MEF (izquierda) y BMK (derecha). Objetivo 40x.

6.5.3 4-Hidroxitamoxifeno (4-OHT) en cultivo celular

Una vez se constituyé nuestra linea de células inmortalizadas, tanto de iMEFs
como iBMKs, se disefiaron los experimentos de cultivo para estudiar el
comportamiento de las células en cultivo celular cuando éstas presentan los dos
alelos de SdhD, un alelo o ningun alelo tras la delecidn total por adiciéon del
metabolito activo del tamoxifeno, el 4-OHT (Sigma, H7904), directamente al medio
de cultivo. Para ello se expandieron células de los tres genotipos objeto de estudio
de ambas lineas inmortalizadas en placas de 12 pocillos a tres densidades
diferentes (3E+04, 1E+05 y 3E+05 células) con 4 puntos de curso temporal (dia 3,
6, 9 y 12) en los que se realizaba el contaje de células viables en presencia o

ausencia de 4-OHT.

El 4-OHT se reconstituy6 en etanol 96% y se almacen6 a -20°C en alicuotas a una
concentracion final 2mM. Previo a la adicién al cultivo, se realizé una dilucién
1:100 con medio de cultivo fresco y se afiadieron 5 ul por cada 1,5 ml de medio en
placas de 12 pocillos siendo la concentraciéon final de 4-OHT en cada pocillo de
66nM. Cada vez que se cumplia el periodo de mantenimiento de las células en los
pocillos establecidos en el curso temporal se retiraba el medio de cultivo de cada
pocillo y se tripsinizaban las células para poder contarlas y generar curvas de

crecimiento (n2 de células vivas vs. dias de exposicién a 4-OHT).
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6.6 TECNICAS MOLECULARES

6.6.1 Western blot para estudiar induccion de proteinas

6.6.1.1 Extraccion de proteinas

Las células se centrifugaron en frio durante 5 min. a 6000 rpm. Se retiraron los

sobrenadantes y los pellets se resuspendieron en Buffer de extraccion de

proteinas.
Buffer de Extraccion de Proteinas
Producto Concentracién
Final

Hepes pH 7,3 50 mM
Buffer HEN | EDTA 0,5 M pH 8 5mM

NaCl2,5M 250 mM
DTT 0,1M 5mM
Na3V04 0,1 M 1mM
IGEPAL 20% 0,20%
Coktail Inhibidor Proteinas

Tras una incubacién de 5 minutos en hielo, los tubos se centrifugaron a velocidad
maxima durante 30 minutos. El sobrenadante resultante se recolect6 y se mantuvo
a 4°C, para la cuantificacién de la concentracion de proteina total mediante
Bradford (BioRad Protein Assay) siguiendo las instrucciones del fabricante o bien

se mantuvieron a -80°C hasta su analisis.

6.6.1.2 Electroforesis en gel de acrilamida v transferencia a membrana de PVDF

Los geles de acrilamida-SDS para proteinas y la transferencia a membranas se
hicieron segun protocolos estandar. La separacion de proteinas se realizé en geles
de poliacrilamida 10% en condiciones desnaturalizantes y con un gel
empaquetador al 5%, que cumple la funcion de alinear las proteinas de la muestra

antes de ser separadas.
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Las muestras se incubaron a 99°C durante 5 minutos una vez diluidas con 3 pl de
tampdn de carga (0,5 M Tris-HCl pH 6,8, 20% SDS, 10% glicerol, 3-mercaptoetanol
y azul de bromofenol) y la electroforesis se llevd a cabo a 110 V constantes. Se
emple6 un marcador de pesos moleculares pre-tefiido (Dual Color BioRad). A
continuacion, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF(6 cm x 8,5
cm) previamente activada en metanol 100% (ECL, GE Healthcare) empleando el
dispositivo Trans blot Turbo (BioRad) a 65 mV constantes durante 2 horas y media
en tampdn de transferencia. Después se realizaron dos lavados de las membranas

en PBS 1X suplementada con 0,1% Tween 20 (PBTween).

6.6.1.3 Bloqueo e incubacién con anticuerpos

Para evitar uniones inespecificas del anticuerpo primario, se realiz6 un bloqueo de
la misma en una solucion PBTween suplementada con 5% leche desnatada en
polvo durante al menos 1 hora y media en agitacién y a temperatura ambiente. A
continuacién, se incub6 con el anticuerpo primario correspondiente diluido en
solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C en agitacion. Al dia siguiente, tras
tres lavados de 5 minutos. a temperatura ambiente con PBTween, la membrana se
incub6 con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa
disuelto en solucién de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizaron tres nuevos lavados de 5 minutos con PBTween a

temperatura ambiente.

Anticuerpo primario Origen | Diluciéon Casa comercial Referencia
HIFla conejo 1:500 | Cayman CAY-1006421
HIF2a conejo 1:500 | Abcam ab199
GLUT-1 conejo 1:800 | Millipore 07-1401
B-Actina ratén 1:5000 | Abcam ab6276
p21 conejo 1:200 | Santa Cruz Biotech. sc397
anti-gammaH2AX conejo 1:5000 | Abcam ab11174

Anticuerpo secundario Origen | Dilucién Casa comercial Referencia
HRP anti-rabbit IgG cabra 1:10000 | Thermo 31460
HRP anti-mouse IgG oveja 1:10000 | ECL NA931V
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6.6.1.4 Revelado de membranas

La deteccion de la sefial se lleva a cabo por quimioluminiscencia (Clarity western
ECL substrate, BioRad) en la camara Image Quant LAS-4000 Mini Gold (GE
Healthcare). Los posteriores analisis, asi como el tratamiento de la imagen y las
cuantificaciones de las bandas, fueron realizados con el programa Image]

(National Institute of Health).

6.6.1.5 Stripping de membranas

Para reutilizar las membranas e incubarlas con otros anticuerpos, éstas se lavaron
3 veces durante 5 minutos con PBTween y se sumergieron en acetonitrilo durante
media hora con agitacidn. Se volvieron a lavar las membranas en PBTween y se
pasaron a solucién previamente calentada a 50°C de stripping (Tris-HCl 1 M pH
6,7, B-mercaptoetanol y 2% SDS) durante 30 minutos en agitacién suave, para
eliminar los anticuerpos de la primera incubaciéon. Tras tres lavados con
abundante PBTween las membranas se bloquearon nuevamente durante al menos

1 hora para ser incubadas con otro anticuerpo primario.

6.6.2 PCR cuantitativa (RT-qPCR)

Para poder detectar los productos de la amplificacién, se emple6 el sistema de
SYBR-Green, una molécula que se une al ADN de doble cadena, por lo que a medida
que la cantidad de producto de PCR aumenta también aumenta la cantidad de

moléculas fluorescentes que se unen al ADN bicatenario.

6.6.2.1 PCR cuantitativa para medir niveles de alelo SdhD/ox

Los nucleos procedentes de los extractos de higado y rifion se obtuvieron
siguiendo el mismo procedimiento mediante el cual se extrajeron las mitocondrias.

La extraccion de ADN a partir de estos nucleos se realizé incubandolos a 37°C
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durante toda la noche en 500 pl de solucién de lisis SNET con proteinasa K a 100
ng/ml. Posteriormente, el ADN se precipitd mediante el protocolo convencional

con fenol y cloroformo-isoamilico.

Se disefiaron cebadores que flanqueaban la secuencia LoxP (Sdhlox-1 y Sdhlox-2).
En el caso de que el gen hubiera sido delecionado, estas parejas de cebadores no
serian capaces de amplificar. De esta forma, el nivel de delecién se expresé como
caida de los niveles del alelo SdhD/°x en los ratones mutantes con respecto a los
controles. Los resultados se normalizaron al gen GusB, que codifica la Beta-

glucuronidasa, cuya deteccion se llevo a cabo con los cebadores LG51 y LG52.

SdhDftox Sdhlox-1: 5-CTATGTAGGAGTCTGCAGCCAAGCT-3’
Sdhlox-2: 5-ACTCAAGGTCAGCCTCACCTACCTAT-3’
GusB LG51: 5-CATTCAGTTCTGGATCAGAAACGTA-3’
LG52: 5-CATGAAGTCGGCGAAATTCC-3’

La reaccion se efectué mediante la siguiente mezcla:

5ul ADN a 10 ng/ul

5ul 5 ul de sdhlox-1a 2 uM o LG51 1 uM

5ul 5 ul de sdhlox-2 a2 uM o0 LG52 1 uM

15 ul Power SYBR® Green (AppliedBiosystems)

6.6.2.2 PCR cuantitativa para medir niveles de ARN mensajero

La enzima RNasa puede introducirse accidentalmente a la preparacién del ARN
por un manejo inadecuado en cualquier punto de la extraccién. Por ello, todo el
proceso que implic6 el manejo de ARN se realizé6 siempre usando guantes

desechables libres de polvo, material estéril y puntas de pipetas con filtro.

6.6.2.2.1 Extraccion de ARN

Para los cultivos celulares, se aspir6 el medio de las placas y se afiadi6 1 ml de

Trizol (Reagent® InvitrogenTM Life Technologies) en cada una y se dejé actuar
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durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se despegaron las células de las placas
con rascadores y se pasaron a un tubo eppendorf. A continuacién se afiadieron
200pl de cloroformo, se dejé actuar durante 3 minutos y se centrifugaron los tubos
durante 15 minutos a 12000 rpm con la centrifuga previamente a temperada a 4°C.
Después de la centrifugacion pudimos observar la formacién de dos fases, de las
cuales recolectamos la fase acuosa que qued6 en la parte superior como
sobrenadante y se pas6 a un tubo eppendorf nuevo. Se afiadieron 500ul de
isopropanol y se dejé que precipitara el RNA a temperatura ambiente durante 30
min. Trascurrido este tiempo se centrifugaron los tubos durante 10 min. a 12000
rpm con la centrifuga en frio. Se resuspende el pellet de ARN resultante en 1 ml de
etanol al 70% en H:0 libre de RNasa y se volvié a centrifugar a 12000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y se dejé secar el pellet. Una
vez seco se afiadieron 50pl de libre de RNasa. La suspension de ARN se almacené a

-80°C hasta el momento de su cuantificacion y uso.

La extraccion de ARN a partir de médula adrenal y rifién se llevéd a cabo con
RNeasy Micro Kit (Quiagen) y homogenizador Politron. Los fragmentos de tejido se
sumergieron en un tubo eppendorf con 350ul de solucion de homogeneizacion,
compuesta de [-Mercaptoetanol y tiocianato, y se lisaron con ayuda de las
cuchillas del Politron previamente lavadas con SDS 0,1%, etanol 70% y H20 libre
de RNasa. El lisado se mezclé con un volumen de etanol 70% y se filtr6 a través de
una columna con membrana de silica suministrada en el kit mediante
centrifugacion a velocidad maxima durante 15 segundos. El eluido se descarto y se
limpi6é la membrana centrifugando la columna sélo con etanol quedando el ARN
retenido en la membrana. Se realizé tratamiento del ARN retenido en la membrana
con DNasa I durante 15 minutos a temperatura ambiente para eliminar los
posibles restos de ADN que pudieran contaminar la muestra y se volvi6 a lavar con
etanol. Finalmente, se colocdé la columna con la membrana en un nuevo tubo
eppendorf y se eluy6 el ARN centrifugando a velocidad méaxima durante 1 minuto
con 14ul de H20 libre de RNasa. La suspensién de ARN se almacend6 a -80°C hasta

el momento de su cuantificaciéon y uso.
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6.6.2.3 Evaluacién de cantidad v pureza del ARN obtenido en Nanodrop™:

La cuantificacion de la cantidad de ARN aislado en cada muestra se llevo a cabo
midiendo la absorbancia de 1pl del eluido obtenido con el espectrofotémetro
Nanodrop (Thermo Scientific) a una longitud de onda de 260nm para obtener la
concentracion de la suspension, teniendo en cuenta que una unidad de A260
equivale a 50pg/ml de ARN. Para la estimacion de su pureza también se realizaron
lecturas a 280nm y se obtuvo el cociente Az60/Az280, indice que informa de la
pureza del ARN extraido. Valores cercanos a 1,8 - 2 indican una pureza 6ptima de

la muestra.

6.6.2.3.1 Retrotranscripcion

La sintesis de ADN complementario (ADNc) se realiz6 a partir del ARN obtenido y
cuantificado previamente utilizando el kit QuantiTect Reverse Transcription Kit
(Quiagen), que ademas de la retrotranscriptasa reversa incluye buffer de reaccion,
y una mezcla de nucleotidos aleatorios optimizada para la sintesis de ADNc a partir

del ARN mensajero.

Para un volumen final de 20ul por reaccion se afiadieron 1ug de ARN total, 4pl de
buffer de reaccion 1ul de la mezcla de ntcleotidos, 1ul de retrotranscriptasa
reversa, y Hz0 libre de RNasa. También se incluy6 un control negativo en cada
ciclo de retrotranscripciéon que constaba de los mismos componentes de reaccién
excepto de la retrotranscriptasa. Posteriormente se incub6 15 minutos a 42°Cy 3

minutos a 95°C. El ADNc resultante se conservod a -20°C hasta su utilizacion.

6.6.2.3.2 Medicion del nivel de ARN mensajero mediante RT-qPCR

Los niveles de expresion de los diferentes genes de interés se determinaron
mediante la amplificacion de parte de la secuencia del ADNc. Se utilizaron las

siguientes combinaciones de cebadores:
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SdhD 5'-CCAGCACATTCACCTGTCA-3’
5’-ATCAGCCCCAAGAGCAGAA-3’
Glut1 5-CCAGCTGGGAATCGTCGTT-3’
5-CAAGTCTGCATTGCCCATGAT-3’
Vegf 5’- CGCAAGAAATCCCGGTTTAA-3’
5’-CAAATGCTTTCTCCGCTCTGA-3’
Phd3 5’-CAGACCGCAGGAATCCACAT-3’

5’-CATCGAAGTACCAGACAGTCATAGC-3’

Cdknla 5’-TCCACAGCGATATCCAGACATT-3’
5’-CGGACATCACCAGGATTGG-3’

Arbp 5’-TCCAGGCTTTGGGCATCA-3’
5-CTTTATCAGCTGCACATCACTCAGA-3’

Las reacciones se efectuaron mediante las siguientes mezclas:

S5ul | ADNca10ng/ul
5ul oligo 1 de SdhD, Glutl, Vegf, Phd3, Cdknla 6 Arbp 1pmol/ ul

5ul oligo 2 de SdhD, Glutl, Vegf, Phd3, Cdknla 6 Arbp 1pmol/ ul

15 ul | Power SYBR® Green (Applied Biosystems)

Los resultados de la amplificacién de cada gen se normalizaron a los niveles de

ADNCc del gen Arbp.

6.6.3 Microarray de tejido de ratén

Se realizaron experimentos de microarray de expresién en dos colores de la
plataforma de Agilent. La caracteristica principal de esta plataforma es que la
hibridacién entre ARN de las muestras control y las “muestras problema” es de
tipo competitiva ya que ambas muestras son colocadas al mismo tiempo sobre el
mismo soporte. Se extrajo ARN total de médula adrenal y rifién siguiendo la
metodologia anteriormente descrita. Se retro-transcribieron 200 ng de ARN de
rinon y 45 ng de ARN de médula adrenal para convertirlo en ARNc y se marcaron
con el kit de marcaje de dos colores para Microarray (Two-Color Microarray Low
Input Quick Amp Labeling Kit; Agilent Technologies). Las muestras procedentes de

8 animales silvestres +/+ se mezclaron, se marcaron con cianina 3-CTP (Cy3) y
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fueron consideradas como las muestras de referencia. Por otro lado, se mezclaron
las muestras procedentes de 8 animales +/- y 8 animales SDHD-ESR, se marcaron
con cianina 5-CTP (Cy5) y fueron consideradas como las muestras experimentales.
Los ARNc marcados se hibridaron con los soportes de oligonucle6tidos del
Microarray (oligonucleotide microarray slides Mouse GE 4x44k V2; Agilent
Technologies). Tras la hibridacion, la intensidad es detectada y cuantificada por un
escaner. Con los datos numéricos de las intensidades, el software del escaner es
capaz de generar la imagen del microarray y los datos de los perfiles de expresion
de las muestras. Estos datos son normalizados para eliminar al maximo cualquier
tipo de variacidn de causa experimental. Posteriormente, el tratamiento estadistico
de los datos permite asignar a cada muestra un valor probabilistico referente a la

variacion observada entre los valores de muestras control experimental (Fig.39).

Extraccion de ARN
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f
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cuantificacion

Hibridacion en /
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Figura 36. Microarray de hibridacion de dos colores. Esquema
de las diferentes fases del proceso.

6.6.3.1 Andlisis de datos

Los Microarrays se escanearon en un lector GenePix® aplicando unas longitudes
de onda de 635nm y 532nm para Cy3 y Cy5 respectivamente. Los datos obtenidos

se analizaron con el software gratuito Multi-Experiment Viewer y los analisis
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funcionales posteriores se realizaron a través del software on-line Pathways

Analysis (Ingenuity Systems®, www.ingenuity.com).

6.7 ESTUDIO CITOMETRICO DE TEJIDOS DE RATON

6.7.1 Extraccion de células

6.7.1.1 Extraccién de células de médula 6sea de fémures v tibias

Una vez sacrificado el animal por dislocacion cervical o mediante dosis letales de
anestésico (Tiobarbital Braun 0,5G; 150 pl para un animal de 25 gr) se accedi6 a
los huesos de las patas traseras con material quirirgico. Los huesos se extrajerony
se sumergieron en RPMI antes de terminar de limpiarlos con una gasa para
eliminar restos de fibras, tendones y musculos. Se introdujo RPMI a presion por el
canal medular de los huesos usando agujas de 25G (0,5 x 16mm). La solucién
celular resultante se hizo pasar a través de filtros de 40pm de poro y se realizé un

lavado de las células con PBS centrifugando durante 5 minutos a 1200 rpm.

6.7.1.2 Extracciéon de células de bazo

Una vez sacrificado el animal por dislocacién cervical o mediante dosis letales de
anestésico, se accedié al bazo mediante una incision abdominal lateral con
material quirtrgico. Los bazos se extrajeron y se sumergieron en RPMI. La
extraccion de células se realizé a través de friccion con portas esmerilados
humedecidos con RPMI. La solucién celular resultante se hizo pasar a través de
filtros de 40um de poro y se realiz6 un lavado de las células con PBS centrifugando

durante 5 minutos a 1200 rpm.

6.7.1.3 Extraccion de sangre periférica para citometria

Para ello, en el momento del sacrificio de los animales se extrajo sangre periférica

mediante puncidn cardiaca con una jeringa acoplada a una aguja previamente
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heparinizada. Previamente al marcaje con anticuerpos monoclonales especificos
empleados para la citometria, la sangre se lisé para eliminar los glébulos rojos de
la muestra empleando una solucion de lisis que mantiene intactos a los leucocitos

(Lysis Solution; Becton Dickinson cat. 349202).

6.7.2 Citometria de flujo

Una vez obtenidas las suspensiones de células de cada tejido diluidas en PBS
(excepto la sangre periférica, que no se diluye) se distribuyen en tubos de
citometria para proceder al marcaje de superficie con anticuerpos monoclonales.
En esta distribucién se tuvo en consideracion que para los estudios de viabilidad,
células mieloides, linfoides, granulocitos-macréfagos y maduracién eritroide se
adquirian 100, 000 células por tubo, y que para los estudios de HSC se requeria
adquirir 3,500,000 de células de una seleccion previa de un 3% aproximado sobre
el total de células presentes en el tubo, por lo que el volumen de células depositado

en los tubos destinados al marcaje de los anticuerpos para HSC fue mayor.

6.7.2.1 Marcaje de citometria para sangre periférica

. g Cantidad . .
Estudio Antigeno Dye (ul/tubo) Referencia Casa Comercial
» CD4 FITC 5 731999 | Beckman Coulter
l“l:;’(}’cll‘:;‘r‘:: B220 PE 1 553089 | BD Pharmigen
. Y {cps3 PerCP.Cy5 5 551163 | BD Pharmigen
células B
CD45 APC 3 559864 | BD Pharmigen
blacié CD4 FITC 5 731999 | Beckman Coulter
Po ,afc“’“ CD11b  |PE 5 733270 | Beckman Coulter
macrotagos- 'cp3 PerCP.Cy5 5 551163 | BD Pharmigen
granulocitos :
CD45 APC 3 559864 | BD Pharmigen
6.7.2.2 Marcaje de citometria para médula dsea
. G Cantidad . .
Estudio Antigeno Dye (ul/tubo) Referencia Casa Comercial
L, CD4 FITC 5 731999 | Beckman Coulter
l!)"fbla_i“’f‘ B220 PE 1 553089 | BD Pharmigen
m PCI ana CD3 PerCP.Cy5 5 551163 | BD Pharmigen
y células B
CD45 APC 3 559864 | BD Pharmigen
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., CD4 FITC 5 731999 | Beckman Coulter
Poblacion [0, PE 5 733270 | Beckman Coulter
macrOfag.os- CD3 PerCP.Cy5 5 551163 | BD Pharmigen
granulocitos
CD45 APC 3 559864 | BD Pharmigen
CD4 FITC 5 731999 | Beckman Coulter
R ANEX PE 5 559763 | BD Pharmigen
Viabilidad 7AAD auto 5 559763 | BD Pharmigen
CD45 APC 3 559864 | BD Pharmigen
Lin- FITC 5 (del mix)
CD3 FITC 5 pl/mix 11-0031-82 eBioscience
CD4 FITC 5 pl/mix 130308 BDPharmigen/Biolegend
CD8 FITC 5 ul/mix 553031 BD Pharmigen
B220 FITC 5 pl/mix 553088 BD Pharmigen
Macl FITC 5 pl/mix 11-0112-85 eBioscience
HSC Grl FITC 5 pl/mix 11-5931-85 eBioscience
Ter119 FITC 5 pl/mix 557915 BD Pharmigen
Fc3Ra FITC 5 pl/mix 11-5898-85 eBioscience
CD11c FITC 5 pl/mix 11-0114-81 eBioscience
CD1632 PE 1,25 732123 | Beckman Coulter
c-Kit PerCP.Cy5 1,25 105824 | Biolegend
CD34 (efluor) APC 1,25 50-0341-82 | eBioscience
Sca-I PE.Cy7 1,25 25-5981-82 | eBioscience
., | Terll9 FITC 1 557915 | BD Pharmigen
Maduracién [/, ) PE 1 553267 | BD Pharmigen
eritroide
CD45 APC 3 559864 | BD Pharmigen

6.7.2.3 Procedimiento de marcaje

Una vez afiadidos los anticuerpos a la suspensiéon de células se dejé incubar
durante 30 min. a temperatura ambiente en oscuridad, excepto el tubo de HSC que
se incubd durante 2 horas aproximadamente. Tras las incubaciones se anadié 1 ml
de PBS y se centrifugé durante 5 minutos a 1200 rpm. Los pellets obtenidos se
resuspendieron en 300 pl de PBS y se mantuvieron a temperatura ambiente en
oscuridad hasta el momento de la adquisicién en el citometro. Este procedimiento

presentaba dos excepciones:

a. En los tubos de sangre periférica, una vez concluida la incubacion con los

anticuerpos se procedia a la lisis previamente descrita.

b. En los tubos de viabilidad, los anticuerpos correspondientes a la Anexina V
y la 7AAD se afiadian 15 minutos antes de proceder a la adquisiciéon en el

citbmetro. Por lo tanto, una vez terminada la incubacién con los anticuerpos
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CD4 y CD45 se centrifugaban las células y se resuspendian en 100 pl de
Binding Buffer 1x.

6.8 TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS EN ANIMALES
RECEPTORES

Para poder llevar a cabo los estudios sobre la capacidad de repoblacién de las HSC
procedentes de las médulas 6seas de animales SDHD-ESR, se disefiaron diferentes
grupos de animales experimentales +/+, +/- y SDHD-ESR, que fueron tratados con
tamoxifeno en las mismas condiciones hasta ahora establecidas. Tras tres semanas,
los animales se sacrificaron y se extrajo la médula 6sea de fémures y tibias en
condiciones de esterilidad. Este mismo dia, los animales NSG se sometieron a una
Unica dosis subletal de irradiacién (1 sola sesién de 300 cGy) para poder
deplecionar la posible respuesta autoinmune generada ante la médula 6ésea
procedentes de los animales SDHD-ESR debido a la presencia de celulas T reactivas
remanentes en los animales hospedadores y se trasplantaron 5*10¢ células en un
volumen final de 200ul de medio de cultivo RPMI (25*10¢ células/ml) a través de
la vena de la cola. A partir del momento del trasplante se realizé un seguimiento
del estado de los animales y se establecieron 2 puntos temporales de sacrificio: 8

dias post-trasplante y 20 dias post-trasplante.

Para realizar el recuento de precursores hematopoyéticos procedentes de
animales SDHD-ESR con capacidad formadora de colonias se realizé el mismo
procedimiento experimental llevado a cabo para trasplantar la médula dsea en
animales NSG, siendo en esta ocasién 100,000 las células trasplantadas. Horas
antes del trasplante los animales hospedadores, ratones de la cepa C57/BI6, fueron
sometidos a irradiacion subletal (1 dosis 1020 cGy) para mas tarde introducirles la
suspension de células procedentes de las médulas 6seas de los animales SDHD-ESR
a través de la vena de la cola. 10 dias después del momento del trasplante los
animales eran sacrificados para extraer los bazos, que se sumergian en Solucion de
Bouin (SB) durante 24 horas. La SB es un fijador compuesto de acido picrico, acido

acético y formaldehido en una soluciéon acuosa, ampliamente utilizado en

197



6. Material y métodos

histologia, que tifie las colonias del bazo de color amarillo facilitando la tarea del

contaje.

6.9 ANALISIS ESTADISTICO

En caso de comparacién de dos grupos, si los datos seguian una distribucién
normal, la significacién estadistica se obtuvo mediante la Prueba T con test de
Levene para la homogeneidad de varianzas. Para comparaciones maultiples se
realiz6 un test ANOVA. Cuando las distribuciones no fueron normales, la
significacion estadistica se obtuvo mediante el test no paramétrico U-Mann

Witney.
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