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RESUMEN

La reprogramacion celular permite desdiferenciar las células
somaticas hasta el estado pluripotente. El estudio de este proceso
aporta informacidon muy valiosa sobre la identidad celular y resulta de
gran utilidad como herramienta para la investigacion biomédica de
distintas patologias.

Los procesos de reprogramacion celular y transformacion
oncogénica comparten muchas similitudes. Sin embargo, las nuevas
identidades celulares establecidas mediante estos procesos son
incompatibles entre si. Las células tumorales presentan barreras,
todavia no identificadas, que se oponen a la reprogramacion. La
identificacion de estas barreras podria aportar nuevos aspectos acerca
de la identidad tumoral. Ademas, la reprogramacion de estas células
generaria valiosos modelos para la investigacion oncoldgica.

En este trabajo analizamos el efecto de la activacion oncogénica
sobre la reprogramacion celular. Nuestros resultados muestran como
la activacion oncogénica combinada con los factores de
reprogramacion, en un contexto no tumoral, favorece la generacion de
células iPS mediante el establecimiento de un estado mas pléstico,
tanto in vitro como in vivo.

Por el contrario, cuando esta misma activacion oncogénica se
produce en un contexto que permite la adquisicion del estado
transformado, se bloquea la reprogramacion celular al imponerse
nuevas barreras caracteristicas de las células tumorales.

Estos resultados indican que el establecimiento de una nueva
identidad celular transformada genera un estado que es incompatible
con la reprogramacion. La expresion de los factores de
reprogramacion en estas células pone en riesgo esta nueva identidad,
lo que provoca una disminucion de la capacidad tumorogénica.

En conjunto, esta tesis muestra el efecto diferencial de la
activacion oncogénica sobre el proceso de reprogramacion en funcion
del contexto en el que se produzca.






RESUMO

A reprogramacion celular permite desdiferenciar as células
somaticas ata o estadio pluripotente. O estudo deste proceso aporta
informacion moi valiosa sobre a identidade celular e resulta de gran
utilidade como ferramenta para a investigacion biomédica de distintas
patoloxias.

Os procesos de reprogramacion celular e transformacion
oncoxénica comparten moitas semellanzas. Asi e todo, as novas
identidades celulares establecidas mediante estos procesos son
incompatibles entre si. As células tumorais presentan barreiras, ainda
non identificadas, que se opofien 4 reprogramacion. A identificacion
destas barreiras poderia aportar novos aspectos sobre a identidade
tumoral. Ademais, a reprogramacion destas células xeraria valiosos
modelos para a investigacion oncoloxica.

Neste traballo analizamos o efecto da activacion oncoxénica sobre
a reprogramacion celular. Os nosos resultados mostran como a
activacion oncoxénica combinada cos factores de reprogramacion nun
contexto non tumoral, favorece a xeracion de células iPS mediante o
establecemento dun estado mais plastico, tanto in vitro como in vivo.

Pola contra, cando esta mesma activacion oncoxénica se produce
nun contexto que permite a adquisicion do estado transformado,
bloquéase a reprogramacion celular ao impofierse novas barreiras
caracteristicas das células tumorais.

Estos resultados indican que o establecemento dunha nova
identidade celular transformada xera un estado que ¢ incompatible coa
reprogramacion. A expresion dos factores de reprogramacion nestas
células pon en risco esta nova identidade, o que provoca a diminucién
da capacidade tumoroxénica.

En conxunto, esta tese mostra o efecto diferencial da activacion
oncoxénica sobre o proceso de reprogramacion en funcidon do contexto
no que se produza.






SUMMARY

Cellular reprogramming allows dedifferentiating somatic cells up
to the pluripotency state. The study of this process provides very
valuable information regarding cell identity and is very useful as a
tool for biomedical research in a number of pathologies.

The processes of cellular reprogramming and oncogenic
transformation share many similarities. However, the new cellular
identities established through these mechanisms are not compatible
with each other. Tumor cells have barriers, still not identified,
opposing reprogramming. Identification of these barriers could
contribute new aspects related with tumor cell identity. In addition,
reprogramming of these cells would provide new valuable models for
oncology research.

In this work, we analyze the effect of oncogene activation on
cellular reprogramming. Our results show how oncogene activation
combined with the expression of the reprogramming factors, in a non-
tumor context, favors the generation of iPS cells by establishing a
more plastic state, both in vitro and in vivo.

In contrast, when this same oncogenic activation occurs in a
context allowing the acquisition of the transformed state, cellular
reprogramming is blocked by new barriers representing specific
features of the tumor cells.

These results indicate that the establishment of a new transformed
cell identity generates a state that 1s incompatible with
reprogramming. The expression of reprogramming factors in these
cells puts this new identity at risk, causing a decrease in the
tumorigenic capacity.

Altogether, this thesis shows the differential effect of oncogenic
activation on the reprogramming process depending on the context in
which it occurs.
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RBD: Ras Binding Domain. Dominio de union a Ras

RIPA: Radio-Immune Precipitation Assay. Tampon de ensayo de
inmunoprecipitacion

RNA: Ribonucleic acid. Acido ribonucleico

RT: room temperature. Temperatura ambiente

rtTA: reverse tetracycline-controlled transactivator. Transactivador
reverso dependiente de tetraciclina

SA-B-Gal: Senescence Associated p-galactosidase. B-galactosidasa
asociada a senescencia

SASP: Senescence Associated Secretory Phenotype. Fenotipo secretor
asociado a senescencia

SCNT: Somatic Cell Nuclear Transfer. Transferencia nuclear de
células somaticas

SDS: Sodium dodecyl sulfate. Dodecilsulfato so6dico

SOS1: son of sevenless 1

SOS2: son of sevenless 2

Sox2: sex determining region Y-box 2

SPF: Specific Pathogen Free. Libre de patdgenos especificos

Sseal: Stage-specific embryonic antigen 1

TA: tibialis anterior

TEMED: Tetramethylethylenediamine. Tetrametiletilendiamina
TetOP: Tetracycline-Controlled Promoter. Promotor controlado por
tetraciclina

Tg: Transgenic. Transgénico

Thyl: Thy-1 cell surface antigen

TIAM1: T-Cell Lymphoma Invasion And Metastasis 1



ABREVIATURAS

TPA: 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetate. 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato

WB: Western blot

Wt: Wild type. Tipo salvaje

X-Gal: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl p-D-galactoside. 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactosido
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1. IDENTIDAD CELULAR Y PLASTICIDAD

Durante el desarrollo embrionario se genera un organismo
completo a partir de una unica célula, el cigoto. La complejidad
celular presente en un organismo adulto, se estima que contiene unos
200 tipos celulares especializados distintos, es posible gracias a la
existencia de células madre con la capacidad de autorrenovarse y de
diferenciarse dando lugar a distintos tipos celulares especializados.

La autorrenovacion y la pluripotencia son por tanto caracteristicas
clave de las células madre. La autorrenovacion les permite dividirse de
manera ilimitada mediante la producciéon de células hijas con
propiedades idénticas a las de la célula progenitora. Por su parte, la
pluripotencia es la capacidad de diferenciarse dando lugar a distintos
tipos celulares especializados. Ambas caracteristicas juegan un papel
fundamental durante el desarrollo embrionario, asi como para el
mantenimiento de los tejidos en el organismo adulto.

Las células madre se clasifican en funcion de su capacidad de
diferenciacion. El cigoto y los blastomeros son células totipotentes, lo
que significa que pueden dar lugar a todas las células del embrion y
del tejido extraembrionario. El siguiente estadio en el desarrollo
embrionario es el de las células pluripotentes, las células madre
embrionarias (ESC, Embryonic Stem Cells). Estas células pueden dar
lugar a todos los tipos celulares que conforman el organismo; pero no
son capaces de originar tejidos extraembrionarios. A medida que
avanzamos en el desarrollo las células van perdiendo potencial. Las
células multipotentes, como las células madre hematoyéticas, pueden
originar los distintos tipos especializados dentro de un tunico tejido.
Las células oligopotentes, como las células madre mieloides o
linfoides, solo dan lugar a unos pocos tipos celulares distintos. Y por
ultimo las células unipotentes, células progenitoras presentes en los
organismos adultos y que se pueden diferenciar a un tUnico tipo
celular, como las células madre musculares (De Los Angeles et al.,
2015).

Estos distintos tipos de células madre, asi como las células
somaticas diferenciadas, se originan a lo largo del desarrollo mediante
la adquisicion de marcas epigenéticas que condicionaran su perfil de
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expresion y por lo tanto, su destino. Waddington representd este
proceso con la metafora de la ladera epigenética (Waddington C. H.,
1957). Un paisaje descendente y con bifurcaciones que la célula tendra
que recorrer hasta alcanzar el estadio final diferenciado. A medida que
avanza el desarrollo, cada célula adquiere unas marcas epigenéticas
determinadas en funcion de la trayectoria que siga. Este perfil
epigenético condicionard su destino final formando parte de un linaje
concreto.

Transferencia nuclear de
células somaticas (SCNT):

A )
@ - O—o

Célula somatica Oocito SCNT-ESC
(nucleo) enucleado

Fusion celular con células madre
pluripotentes (PSC):

( N @) (CR)
! + ) —> )
> = &/
Célula somatica PSC 4n-PSC
Célula L//
pluripotente
€
Desarrollo Reprogramacion

(diferenciacion) @ Células @

progenitoras \

[N -
NEANOF B AN
Células diferenciadas
Transdiferenciacion

Figura 1. Durante el desarrollo embrionario las células pluripotentes dan lugar a
distintos tipos de células diferenciadas mediante la adquisicion de marcas
epigenéticas. Este proceso fue representado como una ladera epigenética
(Waddington C. H., 1957) que la célula recorre en sentido descendente. En la
figura se muestran los procesos por los cuales puede alterarse el estado
diferenciado: transdiferenciacion entre distintos tipos celulares diferenciados, o
reprogramacion hacia el estado indiferenciado. En el recuadro se representan los
procesos de SCNT y fusion celular. (Imagen adaptada de Takahashi and Yamanaka,
2016. Con permiso de Springer Nature).

Inicialmente se consideraba que este proceso era irreversible y
que una vez alcanzado el estadio final diferenciado, las células
permanecian inalterables. Sin embargo, hoy en dia se sabe que esta
identidad celular establecida puede alterarse en mayor o menor
medida gracias a la plasticidad celular. La plasticidad celular permite
que una célula adquiera caracteristicas distintas a las iniciales en
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respuesta a determinadas condiciones. Esta plasticidad tiene una gran
importancia biologica durante procesos fisioldgicos como el
desarrollo o la regeneracion. No obstante, puede conducir también al
establecimiento de linajes aberrantes, como ocurre en la
transformacion oncogénica. La investigacion en este campo ha
permitido el desarrollo de estrategias que nos permiten modular esta
plasticidad celular, produciendo cambios controlados y dirigidos en la
identidad celular, como son los procesos de transdiferenciacion o la
reprogramacion celular (Figura 1).

2. REPROGRAMACION CELULAR
2.1. Inicios de la reprogramacion celular

La reprogramacion nuclear mediante transferencia nuclear o
expresion ectopica de factores definidos ha logrado revertir el estado
final diferenciado de las células somaticas hasta totipotencia o
pluripotencia respectivamente (Gurdon, 1962; Takahashi and
Yamanaka, 2006) lo que supuso un hito en el campo de la biologia del
desarrollo.

La primera evidencia de que una célula diferenciada puede
volverse de nuevo pluripotente deriva de los experimentos de
transferencia nuclear de células somaticas (SCNT, Somatic Cell
Nuclear Transfer) de John Gurdon en Xenopus (Gurdon, 1962). La
transferencia del nucleo de una célula somdtica a un oocito
desprovisto de su nucleo, logra dar lugar a un organismo completo
idéntico genéticamente al donante de la célula somatica. En 1997, esta
misma estrategia fue empleada para la clonacion de mamiferos, dando
lugar a la oveja Dolly (Wilmut et al., 1997).

Posteriormente, se descubrido que la reprogramacion nuclear se
puede producir mediante la fusion de dos tipos de células distintas. La
fusion de una célula diferenciada con un tipo celular diferente
consigue modificar el patrén de expresion la célula (Blau et al., 1983).
Basandose en este proceso, se logré que células somdticas expresasen
genes propios del estado pluripotente tras la fusion de estas con
c€lulas madre embrionarias (Tada et al., 1997).

11
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Estos experimentos de SCNT y fusion celular demuestran que una
célula somatica conserva en su genoma toda la informacion necesaria
para generar un organismo completo. Durante el desarrollo se va
especializando, pero mediante la introducciéon en un ambiente
adecuado logra recobrar todo el potencial inicial. Estas observaciones
apuntan a la existencia de factores presentes en células pluripotentes
que son capaces de reprogramar el nicleo somatico.

2.2. Reprogramacion celular a iPSC

En el afo 2006, Takahashi y Yamanaka lograron identificar
cuatro factores de transcripcion que al ser expresados en una célula
somdtica logran reprogramarla hasta la pluripotencia, generando las
denominadas células madre de pluripotencia inducida (iPSC, induced
Pluripotent Stem Cell) (Takahashi and Yamanaka, 2006). Estas
células adquieren las caracteristicas de las células ES, autorrenovacion
y pluripotencia.

Comenzaron seleccionando genes cuya expresion estaba
enriquecida en células ES en relacion a células somaticas y con
implicacion en vias celulares fundamentales para la pluripotencia.
Obtuvieron asi un listado de 24 genes candidatos para el
establecimiento de la pluripotencia. Para realizar el cribado emplearon
fibroblastos embrionarios de raton (MEFs, Mouse Embryonic
Fibroblasts) transgénicos que expresan el gen f-galactosidasa y el
gen de resistencia a neomicina, bajo el control de promotor del gen
Fbxol5, identificado previamente como especifico de ES (Tokuzawa
et al., 2003). La introduccion de los 24 genes en estos MEFs origino la
aparicion de colonias resistentes a G418 y con caracteristicas propias
de las células ES. Empleando este sistema de cribado fueron
reduciendo el nUmero inicial de genes necesarios para el
establecimiento de la pluripotencia hasta quedarse con solo cuatro
factores: Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc (Takahashi and Yamanaka, 2006)
(Figura 2).
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Figura 2. Reprogramacion de células somaticas hacia iPSC mediante la expresion
ectopica de los factores de reprogramacion. La expresion de los factores: Oct4,
Sox2, Klf4 y c-Myc, restaura el perfil epigenético y transcripcional de células
especializadas y las revierte hasta el estado embrionario, caracterizado por la
capacidad de autorrenovacion y pluripotencia. (Imagen adaptada de Rony et al.,
2015. Con permiso de John Wiley and Sons).

Aunque inicialmente la reprogramacion celular se describié en
fibroblastos embrionarios y adultos de raton (Takahashi and
Yamanaka, 2006), un afio mas tarde se logré la reprogramacion de
fibroblastos humanos empleando la misma combinacion de factores
(Park et al., 2008; Takahashi et al., 2007) o modificando dos de los
factores empleados: Oct4, Sox2, Nanog y Lin28 (Yu et al., 2007).
Desde su descubrimiento hasta la actualidad, el nimero de tipos
celulares que han logrado reprogramarse ha aumentado
exponencialmente.

La obtencion de células iPS es un proceso con una baja eficiencia,
menos de un 1% de los fibroblastos logran reprogramarse
completamente. Esto es debido a que se trata de un proceso
estocastico que requiere de la combinacién de distintos eventos
(Hanna et al., 2009). La expresion de los factores de transcripcion
tiene que provocar el silenciamiento de los genes propios del estado
diferenciado y la expresion de los genes de pluripotencia enddgenos
(Polo et al., 2012). Ademas, la célula presenta una serie de barreras, de
las que hablaremos mas adelante, que actian como mecanismo de
proteccion frente a este cambio de identidad.

El descubrimiento de esta técnica supuso un importante avance en
la medicina regenerativa. La posibilidad de generar células
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pluripotentes a partir de células somadticas, elimina los problemas
éticos asociados al trabajo con células embrionarias. Ademas, permite
la realizacion de transplantes autologos, evitando asi las
probabilidades de rechazo. Todo esto hizo que se necesitase
perfeccionar la tecnologia para hacer el proceso lo mas seguro posible
con el objetivo de su posible uso en la practica clinica.

Uno de los factores inicialmente empleados para inducir la
reprogramacion, c-Myc, es un importante oncogén frecuentemente
amplificado en tumores humanos, lo que podria acarrear problemas
relacionados con su empleo en la clinica. Posteriormente se observo
que este factor era prescindible y se podian generar iPSC sin incluir
este oncogén en el coctel de reprogramacion (Nakagawa et al., 2008).

2.3. Sistemas alternativos

Otro de los aspectos a tener en cuenta es el sistema empleado para
expresar los factores de reprogramacion en las células somaticas. El
primer método empleado fue el uso de vectores retrovirales para cada
factor por separado. Se trata de vectores virales que se integran en el
genoma y tras la reprogramacion se silencian. Sin embargo, presentan
el riesgo de alterar la expresion de genes proximos a la zona de
integraciéon o de reexpresarse tras la diferenciacion. Para tratar de
subsanar este problema se desarrollaron nuevos sistemas para la
introduccién de los factores, como vectores episomales (Yu et al.,
2009), virus Sendai (Fusaki et al., 2009; Nishimura et al., 2011) o
mRNAs sintéticos (Warren et al., 2010), que evitan la integracién en
el genoma, lo que constituye un método mas seguro. En el afio 2013
se logré la obtencion de iPSC mediante la combinacion de pequeios
compuestos quimicos que logran el remodelado epigenético sin
necesidad de introducir ningiin elemento genético exdgeno (Hou et al.,
2013). Recientemente se han logrado reprogramar células con un
sistema basado en la tecnologia CRISPR que produce el remodelado
de cromatina en los loci Oct4 y Sox2 enddgenos (Liu et al., 2018).

Ademas de estos métodos para la introduccion de los factores, se
generaron modelos animales transgénicos que expresan los cuatro
factores de reprogramacion OSKM de manera inducible (Abad et al.,
2013; Carey et al., 2009). Estos ratones transgénicos presentan un
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casete policistronico que codifica para los factores OSKM bajo el
control de un promotor dependiente de tetraciclina. Ademads presentan
también el transactivador reverso dependiente de tetraciclina (rtTA) de
modo que, en presencia del inductor, doxiciclina, permite la expresion
de los factores en las células derivadas de este raton.

2.4. Reprogramacion in vivo

En el afio 2013, uno de estos ratones reprogramables permitio
demostrar que la reprogramacion celular puede ocurrir in vivo (Abad
et al., 2013). Este descubrimiento supuso un importante avance ya que
implica que la plasticidad celular en los tejidos es mayor de lo que se
pensaba, y se puede lograr un cambio de identidad hacia pluripotencia.

La administracién de doxiciclina en el agua de bebida del raton
reprogramable consigue inducir la expresion de los factores OSKM en
los distintos tejidos del animal. Como resultado de esta expresion se
producen procesos de desdiferenciacion y reprogramacion en
diferentes tejidos. Esta reprogramacion resulta en la formacion de
teratomas emergiendo de distintos 6rganos asi como en la aparicion de
grupos de células desdiferenciadas expresando Nanog en tejidos como
estomago, intestino, pancreas e higado.

Aunque el andlisis de expresion indica que los factores se
expresan en la gran mayoria de tejidos, no todos son capaces de
reprogramarse, lo que parece indicar que existen tejidos mas
permisivos que otros frente a esta desdiferenciacion.

Otro de los puntos clave de este trabajo es que se consigue aislar
células iPSC de la sangre de estos ratones y el andlisis de estas indica
que van un paso mas alla en la desdiferenciacion que con la
reprogramacion in vitro, ya que estas células son totipotentes y dan
lugar a células propias de la placenta tras la diferenciacion (Abad et
al., 2013).

La expresion de los factores en estos ratones, sin llegar a permitir
la reprogramacion completa, genera un estado desdiferenciado que
puede favorecer la regeneracion, lo que resulta muy atractivo para el
campo de la medicina regenerativa. De hecho, un trabajo posterior con
un modelo de raton similar, muestra como la administracion de pulsos
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ciclicos de doxiciclina en estos ratones, provocando la expresion de
los factores OSKM pero sin llegar a inducir reprogramacion, tiene
efectos beneficiosos, mejorando aspectos relacionados con el
envejecimiento. Esta posibilidad se ha probado en un modelo de
envejecimiento prematuro, el sindrome de progeria Hutchinson-
Gilford, y en ratones wt (wild type) envejecidos fisiologicamente. En
estos ratones se logra la mejora en aspectos relacionados con el
envejecimiento celular y fisiologico, asi como un aumento de la
esperanza de vida (Ocampo et al., 2016).

Sin embargo, la expresion de los factores OSKM en otro modelo
similar de raton reprogramable, en el que se produce una terminacion
prematura del proceso de reprogramacion, conduce a la formacion de
tumores (Ohnishi et al., 2014). Esto pone de manifiesto una estrecha
relacidn entre los procesos de reprogramacion y transformacion y hace
necesario profundizar en la relacion entre estas vias con el fin de
desarrollar estrategias seguras para sus posibles aplicaciones
terapéuticas.

3. CANCER
3.1. Caracteristicas del cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades relacionadas en las que
algunas células del organismo comienzan a dividirse de forma
incontrolada e invaden tejidos adyacentes. Este crecimiento anémalo
es el resultado de la acumulaciéon de alteraciones genéticas,
epigenéticas y transcripcionales que provocan un cambio en la
identidad celular. Las caracteristicas que definen a las células
tumorales fueron enumeradas en una revision clasica en el afio 2000
por Hanahan y Weinberg (Hanahan and Weinberg, 2000). Estas serian
la sefalizacion sostenida de la proliferacion, la evasion de los
supresores de crecimiento, la evasion de la apoptosis, la capacidad
proliferativa ilimitada, la angiogénesis y la capacidad invasiva y
metastasica (Figura 3).
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Figura 3. Caracteristicas del cancer. En la figura se enumeran las seis
caracteristicas del cancer descritas inicialmente por Hanahan y Weinberg. (Imagen
adaptada de Hanahan and Weinberg, 2011. Con permiso de Elsevier).

En el ano 2011, se public6 una actualizacion de estas
caracteristicas y de los avances producidos en el campo, en la que se
incluyeron dos nuevas caracteristicas: el cambio metabdlico en las
células tumorales hacia un metabolismo glucolitico y la evasion del
sistema inmune (Hanahan and Weinberg, 2011).

Todas estas caracteristicas derivan de la inestabilidad genémica
que presentan las células tumorales. Las células normales presentan
unas tasas de mutacion bajas, que junto con los mecanismos de control
de la integridad celular y la capacidad proliferativa limitada harian el
proceso de transformacion muy poco frecuente. En las células
tumorales, debido a esta inestabilidad gendmica, se producen
multiples mutaciones aleatorias, algunas de las cuales dan lugar a la
adquisicion de estas caracteristicas.

El ciclo celular est4 estrechamente controlado por una cascada de
reguladores que tienen como finalidad mantener el correcto
funcionamiento de la célula. Para que una célula se transforme se
requiere la alteracion de estos mecanismos de control, ya sea mediante
la mutacion de oncogenes, favoreciendo la proliferacion; o de genes
supresores de tumores, de modo que se inhibe la regulacion negativa
del ciclo celular.
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3.2. Oncogenes: la familia Ras

Los oncogenes acttian regulando positivamente el ciclo celular.
La mutacion en estos genes conduce a la proliferacion incontrolada y
contribuye a la inestabilidad genémica de las células tumorales. El
primer oncogén aislado de un tumor humano fue Ras, y a partir de su
descubrimiento se encontr6 que es uno de los oncogenes mas
frecuentemente mutados en tumores humanos.

El oncogén Ras fue inicialmente descrito en la década de los
60/70 en el genoma de los retrovirus oncogénicos Harvey sarcoma y
Kirsten sarcoma. Estos virus provocaban la formacién de sarcomas en
los roedores infectados e inducian la transformacién de células
NIH/3T3 in vitro. Su nombre se debe a que se aislaron inicialmente a
partir de sarcomas de rata (rat sarcoma, Ras) (Barbacid, 1987).

En el afo 1982, tres grupos, de manera independiente,
identificaron este oncogén en la linea celular humana de carcinoma de
vejiga urinaria EJ/T24 (Der et al., 1982; Parada et al., 1982; Santos et
al., 1982).

Se trata de una familia formada por 3 genes con una elevada
homologia: Hras, Kras y Nras. Estos tres genes tienen funciones
similares aunque presentan ciertas caracteristicas diferenciales
(Malumbres and Barbacid, 2003; Pylayeva-Gupta et al., 2011). Se
expresan a distintos niveles en los diferentes tejidos y desempefian
papeles diferentes durante el desarrollo embrionario. Mientras que
Hras y Nras son prescindibles en el desarrollo embrionario, la falta de
Kras en modelos animales es letal embrionaria (Malumbres and
Barbacid, 2003).

Las proteinas codificadas por estos genes son pequefias proteinas
de 21kDa con actividad GTPasa ubicadas en la cara interna de la
membrana plasmatica (Barbacid, 1987). Se trata de interruptores
moleculares, que en respuesta a sefiales extracelulares desencadenan la
activacion de multiples vias de sefializacion intracelular implicadas en
diversas funciones: proliferacion, expresion génica, supervivencia,
diferenciacion, migracion, integridad del citoesqueleto, etc.
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3.2.1. Regulacion de las proteinas Ras

Las proteinas Ras alternan entre sus dos posibles conformaciones:
activa, cuando se encuentran unidas a GTP; o inactiva, cuando estan
unidas a GDP. La transicion entre estos dos estados estd mediada por
factores de intercambio de nucledtidos de guanina (GEFs, Guanine
nucleotide Exchange Factors) que promueven la activaciéon de Ras
mediando el cambio de GDP por GTP y por proteinas activadoras de
GTPasa (GAPs, GTPase-Activating Proteins) que promueven la
hidrolisis de GTP por Ras (Figura 4).

Factores de
crecimiento

Receptor
tirosin-quinasa

Pl Ras | Activo
T S
G12V

Inactivo >-<
GTP GDP

Figura 4. Regulacion de Ras. Los factores de crecimiento extracelulares
interaccionan con los receptores transmembrana tirosin-quinasa. Mediante la
proteina adaptadora Grb2, esta sefal se transmite a los RasGEF que activan Ras, al
intercambiar GDP por GTP. La inactivacion de Ras esta mediada por los RasGAP,
que hidrolizan el GTP a GDP. La mutacion oncogénica G12V de Ras impide la
interaccion con los RasGAP, por lo que Ras permanece en estado activo unido a
GTP.

El primer GAP identificado fue la proteina p120. Se identific6 en
el afio 1988 (Trahey et al., 1988; Vogel et al., 1988) como un factor
citosdlico responsable de la alta tasa de hidrolisis de GTP cuando se
expresa Ras wt respecto a la version oncogénica. Unos aflos mas tarde
se identifico a Nfl (Neurofibromina) (Ballester et al., 1990; Martin et
al., 1990; Wallace et al., 1990; Xu et al., 1990), el gen responsable de
la neurofibromatosis, como otro GAP implicado en la via de Ras.

Los RasGEF de mamiferos, fundamentalmente SOS1, SOS2 y
RasGRF, fueron aislados por primera vez en 1992 basandose en la
homologia de secuencia y funcion con CDC25 (Bowtell et al., 1992;
Martegani et al., 1992; Shou et al., 1992; Wei et al.,, 1992), el

19



INTRODUCCION

regulador por encima de Ras identificado previamente en levaduras
(Broek et al., 1987; Robinson et al., 1987).

Tras identificar los reguladores de la activacion de Ras, quedaba
por definir como se integraba la sefial extracelular recibida por el
receptor tirosin-quinasa con los RasGEF. Un afio més tarde se
identificaron las moléculas que funcionan como adaptadores para
lograr esta integracion (McCormick, 1993). La proteina Grb2 presenta
varios dominios SH de interaccion entre proteinas a través de regiones
ricas en prolina. Mediante su Uinico dominio SH2, interacciona con el
receptor transmembrana, mientras que a través del otro extremo
interacciona con SOS a través de un dominio SH3.

3.2.2. Ras en cdncer

Los miembros de la familia Ras son los oncogenes mas
frecuentemente mutados en cancer, siendo Kras el mas comun,
seguido de Hras y Nras. Cada uno de ellos estd asociado a ciertos
tipos de tumores: Kras se encuentra mutado en cancer de pulmon de
células no pequenas, colon y carcinomas pancreaticos; Hras estd
asociado a tumores de la piel, cabeza y cuello; y las mutaciones en

Nras son comunes en tumores hematoldgicos (Pylayeva-Gupta et al.,
2011).

Las mutaciones mds frecuentes en estas proteinas se dan en las
posiciones Q61, G12 o G13. La forma wild type (wt) posee en la
posicion aminoacidica 61 una glutamina (Q61) con actividad catalitica
en el lugar de union a GTP, cuya mutacion impide la hidrdlisis de
GTP. Por su parte, el cambio de una glicina por otro aminoacido en
posicidon 12 o 13 supone la incorporacion de una cadena lateral que
impide la correcta conformacion espacial para que interaccione con las
GAPs y se produzca la hidrélisis de GTP. Por tanto, las mutaciones en
Q61, G12 o G13 tienen como consecuencia el impedimento de la
hidrolisis de GTP ya sea mediada por la inactivacion de la propia
actividad catalitica de Ras o por la pérdida de interaccion con las
GAPs (Gibbs et al., 1984; McGrath et al., 1984; Sweet et al., 1984).
En consecuencia, Ras permanece unido a GTP y por lo tanto en estado
activo de forma constitutiva, desencadenando su actividad
oncogénica.
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3.2.3. Vias de serializacion intracelular

Los principales efectores por debajo de Ras en las vias de
sefalizacion intracelular son Raf, PI3K y RalGDS (Figura 5).
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Figura 5. Vias de sefalizacion activadas por Ras. Representacion esquematica de
las principales vias de sefalizacion activadas por Ras: MAPK/ERK, PI3K y RalGDS,
mostrando las mutaciones especificas de Ras que conducen a la activacion
preferencial de cada una de estas vias (E38, C40, G37). Se indican las principales
funciones, ademas del control del ciclo celular, en las que estan implicadas.

e Via MAPK/ERK

El primer efector directo de Ras descubierto fue Raf (Moodie et
al., 1993; Vojtek et al., 1993; Warne et al., 1993; Zhang et al., 1993).
Se trata de otro oncogén inicialmente identificado en retrovirus
transformantes murinos y aviares. Al igual que Ras, se trata de una
familia compuesta por tres miembros con una elevada homologia:
Araf, Braf'y Craf.

Estas proteinas son serin-treonin quinasas que interaccionan
directamente con Ras cuando se encuentra en estado activo, unido a
GTP. Esta interaccion provoca su activacion, que desencadena a su
vez la activacion secuencial de la via de las proteinas quinasas
activadas por mitogenos (MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase).
Raf fosforila a Mek y esta, a su vez, fosforila a Erk1/2 (Extracelular
signal-Regulated Kinase 1/2), una serin-treonin quinasa capaz de
translocarse al nucleo, donde mediante la activacion de factores de
transcripcion de la familia ETS es capaz de modular la expresion
génica (Leevers and Marshall, 1992; Wood et al., 1992).
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Con el descubrimiento de esta via se logré6 comprender coémo
sefiales mitdticas procedentes del exterior de la célula pueden alcanzar
el nucleo celular para ejercer su efecto sobre la expresion génica, y
coémo este proceso puede estar alterado en células tumorales.

La identificacion de mutaciones oncogénicas en Raf,
independientes de las mutaciones en Ras, en tumores de tipo
melanoma o cancer de colon, refuerza la importancia de esta via en el
proceso de transformacion oncogénica (Davies et al., 2002).

e Via PI3K

En el afio 1991 se publicé por primera vez la asociacion de la
actividad de la fosfoinositol-3-quinasa (PI3K) con Ras (Sjolander et
al., 1991). Sin embargo, no fue hasta tres afios mas tarde cuando se
identifico a la PI3K como un efector directo de Ras (Rodriguez-
Viciana et al., 1994).

Ras interacciona con las subunidades cataliticas p110 de la PI3K
desencadenando su activacion. La conversion del fosfatidilinositol
(3.,4)-bifosfato (PIP,) a fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3;) por
PI3K conduce a la activacion de la serin/treonin quinasa Akt/Pkb. A
través de sus multiples efectores, Akt lleva a cabo distintas funciones
en las células. Entre ellas, inhibe la apoptosis y favorece la
supervivencia celular mediante la regulacion de los miembros de la
familia Bcl-2 y activando vias de supervivencia como NF«kB
(Downward, 1998). Ademas, promueve el crecimiento celular a través
de la activacion de mTOR y estimula la progresion del ciclo celular al
regular negativamente los supresores tumorales de la familia Cip/Kip
(Manning and Cantley, 2007).

¢ Via RalGDS

Otro de los efectores directos de Ras es el estimulador de
disociacion de nucleotidos de guanina de Ral (RalGDS), identificado
en 1994 (Hofer et al., 1994; Kikuchi et al., 1994; Spaargaren and
Bischoff, 1994) y del que existen dos isoformas, RalA y RalB. Se trata
de GTPasas altamente similares con implicaciones en proliferacion y
supervivencia (Chien and White, 2003). Las dos vias anteriores son
las principales efectoras de la activacion de Ras en células tumorales.
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Sin embargo, esta via, aunque menos estudiada, tiene implicaciones
también en la tumorogénesis.

El desarrollo de vectores de Ras oncogénico con mutaciones
puntuales que activan de manera preferencial solo una de las vias
canodnicas por debajo de Ras, permite analizar la contribucidon de cada
una de estas vias al proceso de transformacion. La mutacion E38
activa la via de Raf, la mutacion C40 provoca la activacion de la via
PI3K, y la mutacion G37 activa la via de RalGDS. El empleo de estos
mutantes puso de manifiesto un requerimiento especifico de cada una
de estas vias para la transformacion segun el tipo celular y la especie
de la que se trate (Rangarajan et al., 2004; Rodriguez-Viciana et al.,
1997) (Figura 5).

Durante todos estos aflos de investigacion sobre Ras se han ido
encontrado nuevas vias que se activan en respuesta a Ras y nuevos
efectores directos como PLCe (Kelley et al., 2001), implicada en
sefializacion por segundos mensajeros, 0 TTAMI1, con posibles efectos
opuestos en iniciacion, mantenimiento y progresion de tumores
dependientes de Ras, como los inducidos por el tratamiento con
DMBA (Lambert et al., 2002).

3.24. Funciones de Ras

Las multiples vias de sefializacion activadas por Ras en la célula
ejercen su efecto sobre diversas funciones. Las funciones mas
importantes relacionadas con el cancer son:

¢ Proliferacion

La activacion de Ras en las células promueve la proliferacion.
Este efecto estda mediado por el aumento de la ciclina D1 (Filmus et
al., 1994) y la reduccion de los supresores tumorales p27 y p21 (Aktas
et al., 1997; Kerkhoff and Rapp, 1998). La hiperproliferacion inducida
por Ras conduce a la acumulacion de dafio en el DNA lo que
desencadena respuestas frente a dafio y, si la maquinaria celular de
supresion tumoral estd en correcto funcionamiento, se induce la
entrada en senescencia inducida por oncogenes (Serrano et al., 1997).
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e Supervivencia

La activacion de Ras en la célula regula negativamente genes pro-
apoptoticos y activa genes anti-apoptoticos, favoreciendo con ello la
supervivencia celular, de manera mediada principalmente por la via de
la PI3K. En algunos contextos Ras puede actuar promoviendo la
apoptosis. Sin embargo, en un contexto tumoral las sefales pro-
supervivencia tienen un papel dominante (Cox and Der, 2003).

Ademas, Ras tiene otras muchas funciones importantes en cancer
como: la reprogramacion metabolica hacia la via glucolitica, favorece
la angiogénesis, interviene en el remodelado de la matriz extracelular
mediante la secrecion de metaloproteasas, favorece la metastasis, etc.
Debido a la multitud de funciones de Ras, el contexto celular en cada
caso determinard cudl de ellas prevalece (Pylayeva-Gupta et al.,
2011).

3.3. Mecanismos supresores de tumores

Las células cuentan con mecanismos que se oponen a la
transformacion oncogénica. Los supresores de tumores son
reguladores negativos del ciclo celular que se encargan de controlar su
progresion y de detenerlo cuando las condiciones no son adecuadas.

Entre los supresores tumorales més importantes, destacan: los
inhibidores de las quinasas dependientes de ciclinas (Cdks, Cyclin
Dependent Kinases): p15, pl6, pl8, pl19, p21, p27, p57; la familia de
retinoblastoma: p107, p130, pRb; y el guardian del genoma, p53.

3.3.1. Inhibidores de Cdks

La progresion del ciclo celular desde G1 hacia la fase S de
sintesis de DNA esta estrechamente controlada por una cascada de
reguladores. Esta transicion G1/S estd controlada por quinasas
dependientes de ciclinas (Cdk) que a su vez estan reguladas por sus
inhibidores. Estos inhibidores pertenecen a dos familias distintas en
funcién de su estructura y de los complejos ciclina/Cdk que regulan:
la familia Ink4, compuesta por las proteinas p16™*, p15™ p1gikic
y p19*™; y la familia Cip/Kip, compuesta por p21<P!, p275P! y p57¥iP2
(Sherr and Roberts, 1999).
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e Familia Ink4

Los miembros de la familia Ink4 unen e inhiben a Cdk4 y Cdk6
impidiendo con ello la progresion del ciclo celular desde la fase G1 a
la fase S.

El locus Ink4/Arf se encuentra ubicado en el cromosoma 9 y esta
compuesto por los genes Cdkn2a y Cdkn2b que codifican para tres
potentes supresores tumorales. Dos de ellos pertenecen a la familia
Ink4: pl6™** (Cdkn2a) y p15™*° (Cdkn2b). El tercero, p19*™, que
comparte secuencia gendmica con Cdkn2a pero cuyo producto
proteico se genera en una fase de lectura alternativa, es un regulador
negativo de p53 (Figura 6).
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Figura 6. Supresores tumorales. Representacion del locus Ink4/Arf formado por
los genes Cdkn2b y Cdkn2a que codifican para los supresores tumorales p15™,
p16™4y 1947, Representacion de la regulacion que ejercen sobre las vias de pRb
y p53 desencadenando la entrada en senescencia o apoptosis como mecanismos de
supresion tumoral.

Estos supresores tumorales pueden no expresarse, como p16™*,
o hacerlo a niveles basales en las células diferenciadas y, en respuesta
a sefiales mitdticas aberrantes, se regulan positivamente activando vias
antiproliferativas que conducen a la parada del ciclo celular o a la
apoptosis (Kim and Sharpless, 2006). Los inhibidores del ciclo
pl16™4 y p15™4 actian sobre la via de Rb, mientras que p19*™ lo
hace a través de p53.
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En los tumores humanos el evento genético mas frecuente en esta
region gendmica es la delecion completa del locus Ink4/Arf, que
elimina la expresion de las tres proteinas: p15™*°, p16™* y p19* o
la delecion del gen Cdkn2a afectando a p16™**y a p19*™. Otro de los
eventos frecuentes es el silenciamiento por hipermetilacion de
secuencias reguladoras comunes de p16™** y p19*™ (Sherr, 2012). El
desarrollo de modelos animales transgénicos para estos supresores
tumorales sirvid para demostrar la implicacion de cada uno de ellos en
cancer. Los modelos de ratones deficientes para cada uno de estos
supresores tumorales por separado presentan una alta predisposicion al
desarrollo de tumores. Sin embargo, la incidencia es mayor cuando
carecen de pl6™* y p19™" de modo simultaneo, indicando cierta
sinergia (Latres et al., 2000; Sharpless et al., 2004). Del mismo modo
que los ratones deficientes para este locus presentan una mayor
incidencia de tumores que los ratones wt, se observdo que la
introduccion de una copia extra de este locus mediante un cromosoma
bacteriano artificial, generando un raton “super-Ink4/Arf’, disminuye
la incidencia de tumores espontdneos ¢ inducidos (Matheu et al.,
2004).

La proteina pl ademés de participar en un mecanismo
supresor de tumores estd implicada en envejecimiento, aumentando su
expresion con la edad en multiples tejidos (Krishnamurthy et al.,
2004).

 Familia Cip/Kip

6Ink4a

Los miembros de la familia Cip/Kip tienen una especificidad mas
amplia que la familia Ink4, siendo capaces de inhibir tanto a Cdk4/6
como a Cdk2, y lo hacen uniéndose a los complejos formados por
estas Cdks con las ciclinas D (en el caso de Cdk4/6), A, E y B (en el
caso de Cdk2). Ademas, intervienen en otras fases del ciclo y son
capaces también de regular otros complejos Ciclina/Cdk (Besson et
al., 2008).

Las proteinas p21<"' (Cdknla), p27**' (Cdknlb) y p57%"*
(Cdknlc) presentan un dominio N-terminal comun, responsable de la
interaccion con las ciclinas y Cdk. Sin embargo, difieren en el resto de
su secuencia, lo que permite que presenten funciones y mecanismos
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de regulacion distintos entre ellas. Estas proteinas participan en otras
funciones celulares ademas de la inhibicién del ciclo celular, como
apoptosis, control de la transcripcion, determinacion del destino
celular y migracion celular.

La proteina p21Cip es una importante diana transcripcional de p53
mediando la parada del ciclo celular en respuesta a dafio en el DNA
(Gartel and Tyner, 1999).

Los CDKi de la familia Cip/Kip estan implicados en la regulacion
de la transcripcion. Pueden llevar a cabo esta funcion de forma
indirecta mediante la inhibicién de los complejos ciclina/Cdk y
regulacion de los factores de transcripcion E2F mediada por las
proteinas de la familia Rb; o de modo directo a través de la interaccion
directa con factores de transcripcion.

Ademas, los miembros de esta familia participan en la regulacion
del estado de diferenciacion de las células progenitoras. Las proteinas
p21P! y p27%P! estan implicadas en la regulacion de la transcripcion
de células madre. La proteina p27*"' ha sido identificada formando
parte de un complejo represor de la expresion de Sox2 durante
diferenciacion (Li et al., 2012).

3.3.2. Proteinas pocket de la familia de retinoblastoma

La familia de las proteinas retinoblastoma estd formada por tres
proteinas pocket: pRb, pl07 y pl130, que actian como reguladores
negativos del ciclo celular. Estas proteinas estan reguladas por las
quinasas dependientes de ciclinas, Cdk2, Cdk4 y Cdk6. Las proteinas
de la familia Rb interaccionan con factores de transcripcion de la
familia E2F regulando asi la expresion génica mediada por estos
factores y necesaria para que se produzca la transicion G1/S
(Weinberg, 1995).

El miembro de esta familia con la actividad supresora de tumores
mas importante es pRb, que se encuentra mutado en multiples tumores
humanos, mientras que pl07 y pl30 rara vez estdn inactivados
(Burkhart and Sage, 2008). Ademas, reforzando su papel como
supresor tumoral, los ratones heterocigotos para Rb desarrollan
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espontaneamente tumores hipofisarios y en la tiroides con una
incidencia alta.

Las proteinas de esta familia estdn implicadas también en la
regulacion del estado de diferenciacion de las células madre y
progenitoras (Burkhart and Sage, 2008). Del mismo modo que ocurre
con p27 “! los miembros de esta familia participan en el control de
la expresion de Sox2 (Vilas et al., 2015).

3.3.3. El guardidn del genoma, p53

La proteina p53 estd considerada el supresor tumoral mas
importante. Debido a su capacidad de responder a multiples estimulos
para garantizar el correcto funcionamiento de la célula se le conoce
como el guardidn del genoma (Lane, 1992).

El principal mecanismo de regulacion de p53 es a través de su
estabilidad. En condiciones basales, pS3 se encuentra asociado a sus
reguladores negativos MDM2 y MDM4, que lo ubiquitinan,
marcandolo para su degradacion. En respuesta a diversos tipos de
estrés, como dafio en el DNA, sefales mitoticas aberrantes, hipoxia,
estrés oxidativo, agotamiento de nucleotidos o falta de nutrientes, p53
se desplaza de sus reguladores negativos y se permite asi su
estabilizacion y activacion. Una vez activo, pS3 se unird a secuencias
especificas de DNA regulando la expresion génica y desencadenando
distintas respuestas antiproliferativas.

Como consecuencia de la activacion de p53 se pueden
desencadenar distintas respuestas en la c€lula en funcién del contexto
celular. Puede producirse la parada del ciclo celular en G1, para tratar
de subsanar el dafio sufrido, o cuando el dafio no es subsanable, la
entrada en senescencia o apoptosis con el fin de evitar la propagacion
de potenciales células tumorales (Zilfou and Lowe, 2009).

El importante papel de p53 como supresor tumoral queda de
manifiesto al encontrarse inactivado en mas de la mitad de los tumores
humanos esporadicos. Ademas, la falta o0 mutacion de p53 resulta en
una mayor incidencia de tumores espontaneos, como se observod
mediante el empleo de ratones transgénicos p53 KO o en pacientes
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con el sindrome de Li-Fraumeni, que heredan un alelo de p53 mutado
(Brady and Attardi, 2010).

3.4. Senescencia inducida por oncogenes

Debido a la existencia de estos mecanismos supresores de
tumores, la expresion de un oncogén activo en células primarias no es
suficiente para inducir su transformacion. La activacion de estos
mecanismos, en respuesta a la sefializacion oncogénica, conduce a la
entrada prematura en senescencia, lo que trata de evitar la
proliferacion de células potencialmente tumorales (Serrano et al.,
1997). Esta respuesta fue inicialmente descrita en células primarias en
cultivo. La activacion de Ras oncogénico en MEFs provoca una
primera etapa mitdtica, pero tras un corto periodo de tiempo las
células quedan paradas en la fase G1 del ciclo celular, de una manera
dependiente, al menos en parte, de p53 y p16™*. Estas células sufren
la denominada senescencia inducida por oncogén (OIS, Oncogene-
induced senescence) y son idénticas, para los marcadores analizados, a

las que se encuentran paradas por senescencia replicativa (Collado and
Serrano, 2010).

La senescencia celular fue descrita inicialmente por Hayflick en
los afios 60 (Hayflick, 1965). Hayflick observo que las células
primarias tienen una capacidad de proliferacion limitada y que tras
varios pases en cultivo dejaban de dividirse. Este proceso es conocido
como senescencia replicativa y consiste en la parada irreversible del
ciclo celular, generalmente en la fase G1.

Sin embargo, hoy en dia se sabe que existen otros muchos
estimulos que pueden inducir la entrada en senescencia ademas del
agotamiento de la capacidad proliferativa, tratindose de un
mecanismo de respuesta a algin tipo de estrés como el dafo en el
DNA, agentes quimioterapéuticos o la expresion aberrante de
oncogenes (Collado et al., 2007).

La entrada prematura en OIS tras la introduccion de un oncogén
activo en células primarias se describid inicialmente como un
mecanismo de defensa antitumoral. Esto pudo confirmarse al
encontrar células senescentes asociadas a lesiones premalignas, cuya
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funcion es tratar de frenar la proliferacion incontrolada. La
inactivacion de genes implicados en esta respuesta conlleva la
proliferacion sin restricciones, lo que sirve de base para el desarrollo
tumoral (Figura 7) (Collado et al., 2005).
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Figura 7. Senescencia como mecanismo supresor de tumores. Tras adquirir una
mutacion oncogénica, la célula somatica puede desencadenar distintos tipos de
respuesta. Puede producirse una respuesta antiproliferativa inmediata que
conduzca a la entrada en senescencia o a la apoptosis; en ausencia de esta
respuesta, la proliferacion producida por estas mutaciones origina una lesion. En
este punto, pueden activarse o imponerse de nuevo los procesos de apoptosis o
senescencia. Si estos mecanismos de defensa no se activan, el crecimiento
continuado y la adquisicion de nuevas mutaciones oncogénicas conducen al
desarrollo de una lesion maligna. Por el contrario, si las células activan la
respuesta de senescencia, la lesion puede mantenerse controlada durante largos
periodos. En el caso de que estas células logren escapar de la senescencia, se
desencadena la transformacion hacia lesiones malignas. (Imagen adaptada de Mooi
and Peeper, 2006. Con permiso de Massachusetts Medical Society)

El papel de la senescencia en el contexto tumoral ha ido ganando
importancia y parece desempenar funciones opuestas. Por un lado, se
trata de un mecanismo protector frente al desarrollo tumoral, al evitar
la proliferacion de estas células. Sin embargo, estas células
senescentes presentan un fenotipo secretor caracteristico, el SASP
(Senescence  Associated  Secretory  Phenotype), = compuesto
fundamentalmente por moléculas proinflamatorias, remodeladores de
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la matriz extracelular y factores de crecimiento. Los componentes del
SASP tienen efectos sobre el microambiente tumoral y generan un
contexto proinflamatorio que podria actuar promoviendo el desarrollo
del tumor (Coppé et al., 2010).

Ademas, recientemente se ha demostrado que la senescencia
celular confiere a las células tumorales caracteristicas asociadas a las
células madre (Milanovic et al., 2017). Milanovic et al. muestran en
este trabajo como células que han entrado en senescencia como
consecuencia del tratamiento con agentes quimioterapéuticos
adquieren caracteristicas relacionadas con las de las células madre. Si
estas células logran escapar de la senescencia y volver a entrar en el
ciclo celular, estas nuevas caracteristicas favoreceran el desarrollo
tumoral.

3.5. Cooperacion oncogénica

Como acabamos de mencionar, la célula cuenta con numerosos
mecanismos de defensa para tratar de mantener intacta su identidad
celular ante ciertos dafios y estimulos aberrantes. Debido a esto, para
lograr la transformacién oncogénica completa se requieren al menos
dos oncogenes cooperantes que se complementen en sus funciones.
Uno de ellos debe inducir la inmortalizacion de las células, mientras
que el otro completara el proceso mediante la transformacion de las
células, de modo que adquieran un fenotipo oncogénico completo
(Land et al., 1983; Newbold and Overell, 1983; Ruley, 1983).

La activacion de Ras en células primarias conduce a la entrada en
OIS. Por lo tanto, para lograr la transformacion, la activacion de Ras
tiene que ir acompafiada de la inmortalizacion causada por otros
factores oncogénicos que provoquen la disrupcion de la ruta de p53 o
de pl6/Rb, como la proteina oncogénica adenoviral Ela (Adenoviral
early region 1A) (Ruley, 1983), o la expresion del oncogén c-Myc
(Land et al., 1983).

Ademas, esta cooperacion es importante no solo para el inicio,
sino también para el mantenimiento tumoral. La contribuciéon de la
cooperacion oncogénica en el mantenimiento del tumor pudo
comprobarse in vivo mediante el apagado de HrasV12, procedente de
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un sistema inducible por doxiciclina, en melanomas generados en
ratones deficientes para Ink4a. El apagado de la sefial de Ras en estos
tumores provoca la regresion histologica, lo que indica que estos
tumores, una vez establecidos, son todavia dependientes de la
actividad oncogénica (Chin et al., 1999).

3.6. Células madre en cancer

Los tumores son heterogéneos, estan compuestos por distintos
tipos de células formando parte de la masa tumoral. Uno de los
modelos mas aceptados para explicar el inicio y desarrollo tumoral es
el modelo de las células madre del cancer (CSC, Cancer Stem Cells)
(Marjanovic et al., 2013). Este modelo postula que, al igual que en los
tejidos adultos, existe una fraccion de las células del tumor con
caracteristicas de célula madre, con capacidad de autorrenovarse y de
diferenciarse a los distintos tipos celulares que conforman el tumor.

Existen varias hipotesis acerca de qué células son las que dan
origen a esta poblacion de CSC. Estas CSC pueden derivar de la
transformacion de células madre adultas presentes en los tejidos o de
células tumorales diferenciadas que sufren un proceso de
desdiferenciacion, tras un proceso de EMT o una reprogramacion
hacia un estado mas indiferenciado (Figura 8).
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Figura 8. Modelo de células madre del cancer. Las CSCs pueden originarse a partir
de mutaciones en células madre adultas (A) o a partir de mutaciones en células
diferenciadas que le confieren propiedades de célula madre (B). Estas CSCs poseen
la capacidad de autorrenovarse y de originar distintos tipos de células que
conforman la masa tumoral. (Imagen adaptada de Greenow and Clarke, 2012.
Permitido por The American Physiological Society).
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El origen de las CSC a partir de células madre adultas esta
respaldado por las similitudes existentes entre las células madre y las
CSCs, como son la capacidad de autorrenovacion y la capacidad de
generar una progenie diferenciada; junto con la mayor persistencia de
estas cé€lulas en el tejido, lo que permite mas tiempo para la
acumulacion de mutaciones (Islam et al., 2015). Ademas, apoyando
este origen, se han encontrado patrones de expresion similares a los de
ESCs en tumores poco diferenciados (Ben-Porath et al., 2008).

Estas CSCs son mas resistentes a las terapias que las células
diferenciadas presentes en el tumor. Ademas, son células que pueden
permanecer en estado quiescente durante largos periodos en los tejidos
por lo que se les considera las responsables de las recidivas. Todo esto
hace necesario profundizar en el estudio de esta poblacion de CSCs
para el desarrollo de terapias mas efectivas.

3.7. Modelos animales para el estudio del cancer

El cancer es una enfermedad muy compleja en la que participan
muchos factores, lo que hace necesario el desarrollo de modelos que
permitan su estudio en profundidad. A pesar de que el estudio de las
células tumorales in vitro aporta informacion muy valiosa acerca de
las vias implicadas en el inicio y progresion del cancer, es necesario
desarrollar modelos de animales para completar esta caracterizacion.

3.7.1. Modelos animales de activacion genética del cancer

Existen numerosos modelos transgénicos para el estudio del
cancer. Los ratones Knock-out para los distintos supresores tumorales
permiten analizar la contribucion de estos al inicio tumoral. Del
mismo modo, existen ratones que sobreexpresan o expresan de forma
condicional distintos oncogenes.

Un ejemplo de estos modelos son los ratones transgénicos para
Ras. El raton Kras”V'? es un raton transgénico de inicio tumoral
basado en el Knock-In (KI) de la versibn mutante oncogénica
KrasV12 en su propio alelo endogeno (Guerra et al., 2003). Este alelo
mutante estd precedido de una sefal de stop flanqueada por sitios de
recombinacion loxP. De este modo se logra la expresion condicional
del alelo KrasV12 mediante el tratamiento con la recombinasa Cre.
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Ademas, el alelo KrasV12 va seguido de un casete IRES-Bfgeo que
sirve para el marcaje y seleccion tras la recombinacion.

La expresion de este alelo tras el nacimiento, empleando un
sistema inducible para la expresion de la recombinasa, conduce a la
formacion de adenomas en pulmoén y la progresion de alguno de ellos
hacia adenocarcinomas, tras un largo periodo de latencia, lo que pone
de manifiesto que se necesitan eventos oncogénicos cooperantes para
desembocar en el desarrollo del céncer. Las consecuencias de la
expresion de Ras oncogénico en este modelo dependen del tipo celular
y del momento en el desarrollo en el que se produzcan.

El andlisis de las distintas lesiones obtenidas en estos ratones
permitid observar como las lesiones premalignas de tipo adenoma, son
senescentes, lo que constituye una barrera al desarrollo tumoral in
vivo. Por el contrario, las escasas lesiones que consiguen progresar
hacia un estado tumoral avanzado y maligno, los adenocarcinomas,
son negativos para los marcadores de senescencia (Collado et al.,
2005).

3.7.2. Modelos animales de carcinogénesis quimica

Existen muchos modelos de carcinogénesis quimica para inducir
la formacion de distintos tipos de tumores.

El proceso de carcinogénesis implica varias etapas. El protocolo
de carcinogénesis quimica basado en el tratamiento con DMBA/TPA
en piel representa uno de los modelos de carcinogénesis en dos etapas
mas definido. Este modelo se basa en una primera etapa de iniciacion,
producida por el tratamiento con el carcinogeno DMBA (7, 12-
dimetilbenzantraceno) que provoca lesiones genéticas en las c€lulas de
la piel. El andlisis de los tumores obtenidos con este protocolo revelo
que estas mutaciones se producen mayoritariamente en el codén 61 de
H-Ras (Quintanilla et al., 1986). La segunda etapa, de promocion,
requiere del tratamiento con TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato) para inducir la proliferacion de estas células dafiadas, lo que
desencadena la formacion de tumores de tipo papiloma. Algunos de
estos papilomas progresan hacia carcinomas de células escamosas
(Abel et al., 2009).
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Existen otros modelos cuya progresion estd menos definida. Por
ejemplo, el 3-metilcolantreno (3-MCA) es un hidrocarburo aromatico
policiclico que actia como un potente carcindgeno. El tratamiento con
3-MCA por inyeccidon intramuscular provoca multiples mutaciones
aleatorias. La seleccion de células con mutaciones en genes claves
para el desarrollo tumoral, como en oncogenes de la familia Ras o en
supresores de tumores como p53 (Halevy et al., 1991; Watanabe et al.,
1999) desencadenara la formacion de un tumor predominantemente de
tipo fibrosarcoma.

4, REPROGRAMACION CELULAR Y CANCER

Los dos procesos mencionados hasta ahora, la reprogramacion
celular y la transformacion oncogénica, comparten caracteristicas
comunes. Estas similitudes se dan tanto en las células resultantes de
ambos procesos, como en los mecanismos implicados en ellos.

4.1. Células iPS y células tumorales

Las células sometidas a la reprogramacion celular, asi como las
que sufren un proceso de transformacion oncogénica experimentan un
cambio en la identidad celular como consecuencia de ambos procesos.
Este cambio de identidad celular da lugar a tipos celulares que
comparten caracteristicas comunes.

Las iPSC obtenidas tras el proceso de reprogramacion celular se
caracterizan por adquirir una capacidad proliferativa ilimitada y la
capacidad de originar tipos celulares distintos, la pluripotencia
(Takahashi and Yamanaka, 2006). Las cé¢lulas tumorales adquieren
también una capacidad proliferativa ilimitada, ya que logran evadir las
sefales antiproliferativas y escapan de la senescencia (Hanahan and
Weinberg, 2000). Ademads, segin el tipo de tumor del que se trate,
estas células tumorales sufren cierto grado de desdiferenciacion.

Reforzando estas similitudes, se ha encontrado un patrén de
expresion caracteristico de células embrionarias en tumores poco
diferenciados, lo que resulta indicativo de vias comunes implicadas en
ambos procesos (Ben-Porath et al., 2008).
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Por otro lado, el modelo de inicio y desarrollo tumoral basado en
las CSC, inicialmente descrito en tumores hematoldgicos (Lapidot et
al., 1994) y posteriormente en algunos tumores solidos (Gupta et al.,
2009), sugiere un posible papel de la reprogramacion hacia un estado
mas indiferenciado de las células tumorales como origen de la
poblacion de CSC.

4.2. Mecanismos comunes

Estos procesos no solo coinciden en algunas de las caracteristicas
de las células resultantes, sino que también presentan similitudes en
los mecanismos implicados en ambos.

4.2.1. Factores de transcripcion

Los propios factores de transcripcion empleados por Yamanaka
(Oct4, Sox2, Kilf4 y c-Myc) para generar iPSC estan relacionados con
el cancer.

El ejemplo mas claro es c-Myc, un importante oncogén que
produce la inmortalizacion mediante la activaciéon de la telomerasa
(Wang et al., 1998) y que aparece amplificado en distintos tumores
humanos (Beroukhim et al., 2010). Aunque inicialmente se incluy6 en
el coctel de reprogramacion, poco después se lograron obtener células
1PSC prescindiendo de la expresion ectopica de c-Myc (Nakagawa et
al., 2008).

Los factores Oct4 y Sox2 también tienen implicaciones en cancer.
La desregulacion de estos genes conlleva alteraciones en la
homeostasis tisular que pueden conducir a la tumorogénesis. Oct4 no
se expresa en ningun tejido o tumor adulto, sin embargo, desarrolla un
importante papel en el inicio de tumores de la linea germinal (Gidekel
et al., 2003; Hochedlinger et al., 2005). Sox2, ademas de su papel en el
desarrollo embrionario, se expresa en algunos tejidos en adultos. Su
desregulacion estd implicada en el desarrollo de carcinomas
escamosos de esofago y pulmoén y en glioblastomas. Ademas se ha
encontrado amplificado en otros tumores humanos y su expresion
parece estar asociada a las CSC de estos tumores (Wuebben et al.,
2017). Klf4 parece desempefiar funciones opuestas, promoviendo o
suprimiendo el desarrollo tumoral, dependiendo de la situacion celular
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en la que se dé su expresion (Rowland and Peeper, 2006) (Figura
9A).
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Figura 9. Genes implicados en los procesos de reprogramacion celular y
transformacion oncogénica. Listado de factores de transcripcion (A) y de
reguladores de cromatina (B) implicados en reprogramacion celular junto con los
tumores en los que tienen funciones establecidas. (Imagen adaptada de Suva et al.,
2013. Permitido por The American Association for the Advancement of Science).

Los modelos de ratones transgénicos reprogramables han
permitido demostrar la implicacion de estos factores en ambos
procesos. La expresion de los factores OSKM in vivo puede conducir
a una reprogramacion exitosa, dando lugar a células pluripotentes y
teratomas (Abad et al., 2013). Sin embargo, con otro modelo de raton
reprogramable similar, observaron que cuando se produce una
terminacion prematura del proceso de reprogramacion, sin que se
alcance la pluripotencia, la expresion de estos mismos factores
conduce a la formacion de tumores en distintos tejidos. Estos tumores
estan formados por células displasicas indiferenciadas con un patron
de metilacion del DNA alterado (Ohnishi et al., 2014). Estos
resultados son indicativos de que los factores de transcripcion
empleados en reprogramacion estan también integrados en vias
relacionadas con la transformacion oncogénica.
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4.2.2. Remodelado epigenético

La epigenética incluye todas las modificaciones que pueden
modificar la expresion génica sin alterar la secuencia nucleotidica del
DNA. Estas modificaciones estan influenciadas por el ambiente y no
son heredables. Tanto en la reprogramacién celular como en la
transformacion oncogénica se produce un remodelado del perfil
epigenético de las células parentales.

Las células indiferenciadas se caracterizan por presentar la
cromatina en un estado accesible y a medida que se avanza hacia
estadios mas diferenciados, esta cromatina se compacta y adquiere
marcas que silenciardn la expresion de genes de pluripotencia y
permitiran la expresion de los genes propios de la célula somatica.
Durante la reprogramaciéon celular se produce un borrado parcial de
todas estas marcas epigenéticas adquiridas, lo que permite alcanzar la
pluripotencia (Apostolou and Hochedlinger, 2013), aunque las células
iPSC conservan cierta memoria epigenética asociada al linaje del que
proceden las células parentales (Kim et al., 2010).

El céncer tiene, ademas de un componente genético, un
importante componente epigenético. Procesos como la metilacion del
DNA, Ila modificacion de histonas y el remodelado de los
nucleosomas estan implicados en la regulacion de muchos procesos
bioldgicos que son fundamentales para la génesis del cancer.
Alteraciones en estas vias epigenéticas pueden dar lugar a la
adquisicion del estado transformado (Dawson and Kouzarides, 2012).

En este remodelado epigenético juegan un papel clave los
remodeladores de cromatina, capaces de modificar el estado de la
cromatina de abierto a cerrado y viceversa, mediante la alteracion de
la posicion de los nucleosomas y que introducen modificaciones
epigenéticas que alteran la expresion génica.

Se han encontrado multiples remodeladores de cromatina cuya
funcion estd alterada en diferentes tumores. La modulacion de la
actividad de estos remodeladores durante la reprogramacion celular es
capaz de alterar su eficiencia, lo que demuestra la implicacion de estas
moléculas en ambos procesos (Suva et al., 2013) (Figura 9B). Por
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ejemplo, la metiltransferansa de histona H3K79, DotlL, que aparece
mutada en la leucemia de linaje mixto, actia como un inhibidor del
proceso de reprogramacion. La demetilasa Kdm2b, que demetila la
H3K36, promueve la formaciéon de iPSC y contribuye al desarrollo y
mantenimiento de células madre de leucemia (Onder et al., 2012).

4.3. Barreras comunes

Se encuentran también similitudes entre la reprogramacion celular
y el cancer en las barreras que actian oponiéndose al cambio de
identidad sufrido en ambos procesos. En el afio 2009 se publicaron
simultaneamente seis trabajos en los que se identificaron las
principales barreras celulares para la obtenciéon de iPSCs (Banito et
al., 2009; Hong et al., 2009; Kawamura et al., 2009; Li et al., 2009;
Marién et al., 2009; Utikal et al., 2009a) (Figura 10).
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Capacidad proliferativa limitada
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Indiferenciada Indiferenciada o diferenciada

Figura 10. Mecanismos comunes que controlan la generacion de células iPS y
tumorales. Los fibroblastos normales son células diferenciadas con una capacidad
proliferativa limitada que pueden reprogramarse a iPSC o transformarse hacia
célula tumoral mediante la combinacion de factores definidos. El supresor tumoral
p53, que puede ser inducido por p19*T, actiia como barrera para ambos procesos
mediante la induccion de senescencia celular o de apoptosis. Esta barrera puede
estar mediada directamente por p53 o indirectamente, a través de p21. El supresor
tumoral p16™“ desencadena también la entrada en senescencia oponiéndose a
ambos procesos. (Imagen adaptada de Krizhanovsky and Lowe, 2009. Con permiso
de Elsevier).
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4.3.1. El guardian del genoma, p53

Uno de los supresores tumorales mas importantes, p53, conocido
como el guardian del genoma, ha sido descrito también como barrera
para el proceso de reprogramacion celular. La introduccion de los
factores de reprogramacion OSKM en células primarias desencadena
la activacion de p53 y de sus efectores, como p21, en respuesta al
dafio en el DNA (Hong et al., 2009; Kawamura et al., 2009). Esta
activacion de la via de p53 tiene como consecuencia una baja
eficiencia de reprogramacion. Esto se ve agudizado si las células
parentales presentan algin dafio previo a la introduccion de los
factores, como por ejemplo la existencia de dafio en el DNA o la falta
de telomerasa; en este caso la activacion de p53 es mayor y conduce a
la apoptosis, bloqueando por tanto la generacion de células iPS. Se
trata de un mecanismo que evita la generacion de células pluripotentes
a partir de células parentales que se encuentran en condiciones
suboptimas (Marién et al., 2009). Células carentes de p53 presentan
una mayor eficiencia de reprogramacion, aunque la falta de este
supresor tumoral acarrea posibles problemas asociados a una mayor
inestabilidad genomica.

4.3.2. Locus Ink4/Arf

El locus Ink4/Arf, otro importante supresor tumoral, impone
también una barrera a la obtencion de iPSC. Este locus, compuesto
por los genes Cdkn2a y Cdkn2b, que codifican para los supresores
tumorales p16™*, p15™“ y p19* se expresa a nivel basal en células
somaticas, pero no se expresa en células pluripotentes, tanto ES como
iPS. Durante el proceso de reprogramacion se requiere que se
produzca su silenciamiento. Al observar que este silenciamiento se
produce en células en las cuales el locus Ink4/Arf no es funcional,
como son los MEFs expresando el antigeno Large-T del virus SV40
que bloquea las vias de Rb y p53, se comprobd que no se trata del
resultado de un proceso selectivo que favorezca la reprogramacion de
células con bajo nivel de Ink4/Arf de partida, si no que se trata de un
proceso intrinseco a la reprogramacion celular. (Li et al., 2009).

La reprogramacion de MEFs deficientes para este locus tiene una
eficiencia mayor que en MEFs wt, poniendo de manifiesto que su
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expresion constituye una barrera para la obtencion de iPSC (Banito et
al., 2009; Kawamura et al., 2009; Li et al., 2009; Utikal et al., 2009a).
La falta de p19Arf aumenta la eficiencia de reprogramacion hasta
niveles similares a los obtenidos con la falta de p53, lo que indica que
su efecto esta mediado por la via de p53 y, al menos en parte, p21.
Células que carecen tanto de p16™* como de p19™" presentan una
eficiencia todavia superior, indicativa de la implicacion de la via de
pRb en este proceso, imponiendo una barrera a la obtencion de iPSC.

Durante el envejecimiento, asi como durante los pases en cultivo,
los niveles de expresion de pl16™** en las células aumentan hasta
conducir a la entrada en senescencia replicativa. Acorde con esto, las
células en pase tardio presentan una menor eficiencia de
reprogramacion y con la inmortalizacion por falta de estos supresores
tumorales se logra sobrepasar esta barrera (Banito et al., 2009; Li et
al., 2009; Utikal et al., 2009a).

Todas estas vias juegan un papel fundamental en mecanismos
antiproliferativos importantes en cancer, como son la apoptosis y la
senescencia celular. La introduccion de los factores de reprogramacion
en las células somaticas puede desencadenar también estas respuestas,
de forma similar a lo que ocurre tras la activacion oncogénica.
Modulando estas vias se consigue alterar la eficiencia de
reprogramacion. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la
alteracion de estas importantes vias supresoras de tumores, no solo
incrementa el nimero de colonias de iPSC obtenidas, sino que puede
tener efectos perjudiciales sobre las células resultantes, que presentan
una mayor inestabilidad genémica y una mayor capacidad
tumorogénica, lo que es perjudicial para su posible uso en
aplicaciones terapéuticas (Krizhanovsky and Lowe, 2009).

4.4. Mecanismos implicados en la reprogramacion celular in
Vivo

La expresion ectopica de los factores OSKM in vivo produce
eventos de desdiferenciacion y reprogramacion en distintos tejidos
(Abad et al., 2013). De igual modo que ocurre in vitro, la eficiencia
del proceso es muy baja. Se ha estudiado como afectan las barreras
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que se oponen a la generacion de iPSC in vitro a la reprogramacion in
Vivo.

El analisis de los tejidos tras la expresion de los factores OSKM
reveld que esta expresion produce dos efectos distintos en el tejido.
Mientras que algunas células consiguen reprogramarse hasta alcanzar
la pluripotencia, otras responden a los factores desencadenando
respuestas celulares al dafio, que conducen a la entrada en senescencia
celular. De este modo, la senescencia y la reprogramacion coexisten
en grupos de células distintos pero proximos.

Esta respuesta de senescencia, descrita como una barrera
intrinseca a la reprogramacion in vitro, parece desempefiar funciones
distintas cuando se analiza en un contexto mas complejo. In vivo, pese
a que las células senescentes imponen una barrera intrinseca a la
reprogramacion, los factores solubles del SASP secretados por estas
células actian favoreciendo la reprogramacion de manera paracrina,
generando una mayor plasticidad en las células del entorno (Chiche et
al., 2017; Mosteiro et al., 2016) (Figura 11).
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Figura 11. Interaccion entre senescencia celular y la reprogramacion impulsada
por OSKM. La expresion de OSKM in vivo, ademas de inducir la reprogramacion de
una pequeia poblacion de células, también induce dafo y senescencia en muchas
otras células. Las células senescentes liberan factores que promueven la
reprogramacion de las células vecinas, siendo IL-6 un mediador critico. La lesion
tisular y el envejecimiento, a través de la acumulacion de células senescentes,
favorecen la reprogramacion in vivo. (Imagen adaptada de Mosteiro et al., 2016.
Con permiso de The American Association for the Advancement of Science).

La reprogramacidn in vivo en ratones reprogramables cruzados
con los ratones deficientes para p53 o para pl6™*/p19*™ permiti6
caracterizar mejor este efecto. La falta de p53 conduce a un
importante dafio tisular y a una respuesta masiva de senescencia, lo
que favorece la reprogramacion. Por el contrario, la falta de Ink4a/Arf
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impide la entrada en senescencia y por tanto la reprogramacion. La
diseccion genética en profundidad de esta respuesta identificé a
p16Ink4a como su principal mediador (Mosteiro et al., 2017).

Ademas, modulando la respuesta de senescencia celular, mediante
el empleo de compuestos quimicos que la estimulan o que eliminan
selectivamente las células senescentes, se consigue alterar la eficiencia
de reprogramacion (Chiche et al., 2017; Mosteiro et al., 2016).

La busqueda de los factores solubles responsables de este efecto
permitio identificar a 116, una citoquina proinflamatoria presente en el
SASP, como uno de los principales mediadores de este efecto
paracrino. Esta citoquina ya habia sido descrita previamente como
favorecedora del proceso de reprogramacion nuclear mediante fusion
celular (Brady et al., 2013).

Este efecto paracrino del SASP favoreciendo la plasticidad celular
puede incluso llegar a permitir la reprogramacion de tejidos
normalmente resistentes como son el pulmén o el musculo
esquelético. En estos tejidos, a pesar de responder a la doxiciclina
expresando los factores OSKM, no se produce la reprogramacion. Sin
embargo, si aumentamos la respuesta de senescencia celular,
combinando la expresion de los factores con algun otro tipo de dafio,
se consiguen obtener eventos de reprogramacién. En pulmoén, el
tratamiento con bleomicina induce fibrosis y senescencia lo que
propicia la aparicion de células pluripotentes (Mosteiro et al., 2016).
En musculo esquelético, la induccion de dafo tisular, mediante la
inyeccion de cardiotoxina (CTX) o empleando un modelo animal de
distrofia muscular, combinado con la expresion de los factores,
permite la aparicion de teratomas resultado de la reprogramacion de
las células satélite del musculo (Chiche et al., 2017).

Este efecto de la senescencia favoreciendo la plasticidad celular
se ha observado también en situaciones fisioldgicas, sin la expresion
de los factores de reprogramacion. La exposicion transitoria a factores
del SASP provoca la adquisicion de un estado mas plastico y un
patron de expresion asociado a células madre en células epiteliales y
en higado (Ritschka et al., 2017).
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5. REPROGRAMACION DE CELULAS TUMORALES

Desde el descubrimiento de la reprogramacion celular en el afio
2006, el nimero de tipos celulares que se ha logrado reprogramar con
éxito ha ido creciendo notablemente. Pese a ello, la reprogramacion
exitosa de células tumorales continiia suponiendo un reto, con escasos
ejemplos reportados de verdaderas iPSC obtenidas a partir de células
transformadas (Kim and Zaret, 2015; Yilmazer et al., 2015).

El cancer es una enfermedad compleja que tiene un componente
genético, constituido por mutaciones en oncogenes O en genes
supresores de tumores, pero también un importante componente
epigenético. Mediante la reprogramacion de células tumorales seria
posible llevar a cabo el borrado epigenético en estas células, lo que
permitiria analizar la contribucion de cada uno de estos componentes
al desarrollo de la patologia. Si logramos revertir las células tumorales
hasta un estado previo a la transformacion, las células 1PSC
resultantes servirian como un buen modelo para el estudio del inicio y
avance tumoral. Ademas, estas 1PSC proporcionarian un sistema
valioso para la busqueda de nuevos tratamientos.

Teniendo en cuenta las similitudes entre los procesos de
reprogramacion  celular y transformacion oncogénica antes
mencionadas, cabria esperar que la obtencion de células iPS a partir de
células tumorales resultase eficiente. Sin embargo, no ocurre asi. Esto
nos hace plantearnos la existencia de caracteristicas propias de las
células tumorales que actien como barreras para la reprogramacion,
aunque estas no han sido todavia identificadas. La identificacion de
estas caracteristicas esenciales de la identidad celular tumoral,
mediante el estudio de la reprogramacion en estas células, puede ser
de utilidad para plantear futuras terapias contra el cancer.

5.1. Reprogramacion de células tumorales mediante SCNT

Previamente al desarrollo de la tecnologia de reprogramacion
mediante la expresion ectopica de los factores OSKM, se trataron de
generar células pluripotentes a partir de distintos tipos de células
tumorales mediante la técnica de transferencia nuclear de células
somaticas (SCNT).
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Se empleo esta técnica con células de meduloblastoma de raton
derivadas de un raton transgénico heterocigoto para el supresor
tumoral Ptc (Ptc+/ 7). Tras la transferencia nuclear se consiguen obtener
células con caracteristicas de ES. Sin embargo, cuando se analiza su
contribucion al desarrollo, estas células solo permiten un desarrollo
embrionario parcial. Las quimeras generadas con estas células no son
viables debido a defectos en la diferenciacion (Li et al., 2003). El
mismo proceso se llevd a cabo con células de carcinoma embrionario.
Las células pluripotentes obtenidas adquieren de nuevo, tras la
diferenciacion, las caracteristicas tumorogénicas propias de las células
parentales. Esta reactivacion de las propiedades tumorogénicas de las
células parentales indica que en este tipo de tumor las modificaciones
genéticas, que no logran revertirse mediante la transferencia nuclear,
son las responsables del potencial tumorogénico de estas células.
(Blelloch et al., 2004).

Se sometieron también al proceso de SCNT distintos tipos
celulares tumorales: células de leucemia, linfoma, cancer de mama y
melanoma. De ellas, solo las células derivadas de un melanoma
generado en ratones deficientes para los supresores tumorales
Ink4a/Arf y con expresion inducible de Ras consiguieron generar
células pluripotentes. Pese a que estas células contribuyeron a la
formacion de quimeras viables, los ratones desarrollaron melanomas
con una alta incidencia y un corto periodo de latencia (Hochedlinger et
al., 2004).

Estos experimentos de SCNT en distintos tipos de células
tumorales permitieron comprobar que no todas las células tumorales
son igual de susceptibles a la reprogramacion. Ademas, aunque estas
células contribuyen de forma correcta a las primeras etapas del
desarrollo, incluso llegando a generar quimeras viables, tras la
diferenciacion adquieren de nuevo caracteristicas tumorogénicas
propias de las células parentales, especialmente asociadas al linaje del
que proceden (Kim and Zaret, 2015).

5.2. Reprogramacion celular a iPSC

Con el desarrollo de la tecnologia de reprogramacion celular
mediante la expresion ectopica de factores de transcripcion
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especificos, el numero de intentos de reprogramacién de células
tumorales continué aumentando ya que la tecnologia necesaria es mas
sencilla y se evitan los problemas éticos asociados al trabajo con
células embrionarias. Sin embargo, los éxitos siguen siendo reducidos.
A pesar de ello, los trabajos en los que se ha logrado la
reprogramacion  de  células tumorales muestran resultados
prometedores que propician el avance de la investigacion en este
campo. A continuacion se indican algunos ejemplos de
reprogramacion de células de distintos tipos de cancer. Estos trabajos
permiten estudiar la contribucion del componente epigenético en
ciertos tumores, desarrollar nuevos modelos de desarrollo tumoral,

buscar nuevas terapias o mostrar la reprogramacion como terapia
(Figura 12).

0oCT4 SOX2 Organoides
Vs
L@ KLF4 mﬁ iPSCs Tipo celular )
) -MYC n de origen / ﬁ Xenografts
AAAA 2-4 semanas
— (RS
Aislamiento ReDrogramacmn Duferencuacnon

celular : Lineas celulares
inmortalizadas
T Co-cultivos

Investigacion basica Oncologia de precision:

del cancer: Desarrollo de drogas: + Conexion de genotipos con respuestas
- Conexion de genotipos - Identificacion de dianas especmcas a drogas

con fenotipos especificos - Validacion de dianas - Identificacion de biomarcadores
- Inicio y progresion tumoral - Reposicionamiento de drogas - Validacion de biomarcadores

- Cribado de pequenas moleculas - Terapias personalizadas

“Celllace origen - Estudios de toxicidad

- Evolucion clonal

« Concepto de CSC

+ Mecanismos de respuesta y

resistencia a farmacos
Figura 12. Reprogramacion de células tumorales. Las células tumorales se aislan
a partir de distintos tipos de tumores. Una vez establecido el cultivo celular, se
introducen los factores de transcripcion: Oct4, Sox2, Kif4 'y c-Myc, o combinaciones
alternativas; mediante distintos vectores retrovirales, lentivirales, episomales o
Virus Sendai. Después de un periodo de 2-4 semanas, aparecen colonias con la
morfologia caracteristica de las células pluripotentes que se expanden para generar
nuevas lineas. Estas células se pueden diferenciar al tipo celular de origen del
tumor inicial y emplearse en distintos modelos para el estudio del cancer:
formacion de organoides, derivado de lineas celulares inmortalizadas, xenografts y
co-cultivos. (Imagen adaptada de Papapetrou, 2016. Con permiso de Springer
Nature).
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5.2.1. Contribucion del componente epigenético

El glioblastoma es el tumor de cerebro mas prevalente y agresivo.
Se origina a partir de una poblacion de células madre tumorales
inmaduras que comparten similitudes con las células madre neurales
pero que presentan lesiones epigenéticas caracteristicas (Martinez et
al., 2009).

En el afio 2013 se consiguieron reprogramar células madre
neurales de glioblastoma (GBM) mediante la expresion exdgena de
Oct4 y KIf4. El andlisis del perfil epigenético de las células parentales
y de las células iPS resultantes muestra como tras la reprogramacion
se altera el patron de metilacion caracteristico de GBM en estas
células, afectando a la expresion de supresores tumorales. Sin
embargo, tras someter estas células a un proceso de diferenciacion y
ensayar su capacidad tumorogénica in vivo, encontraron que a pesar de
haber sido reprogramadas, generan de nuevo GBM al ser inyectadas
en cerebro y solo mediante la diferenciacion dirigida hacia otro tipo
celular pierden esta capacidad (Stricker et al., 2013).

Estos resultados ponen de manifiesto que la imposicion de un
epigenoma asociado con un linaje distinto del neural puede suprimir el
comportamiento tumoral. Por el contrario, en el linaje neural, el
cambio epigenético no es suficiente para imponerse al genoma del
cancer.

5.2.2. Modelos de desarrollo tumoral

El adenocarcinoma pancreatico ductal es un tumor con muy mal
pronostico, con menos de un 5% de tasa de supervivencia. Esto es
debido a que se suele diagnosticar en estadios avanzados por la
ausencia de sintomatologia y la escasez de biomarcadores para la
deteccion precoz. Ademads se carece de modelos que recapitulen el
desarrollo tumoral (Hezel et al., 2006).

Kim et al. trataron de reprogramar cé¢lulas derivadas de estos
tumores mediante la expresion de vectores lentivirales inducibles para
los factores Oct4, Sox2, Kif4 y c-Myc junto con el rtTA. El resultado
de esta reprogramacion fueron colonias similares a iPSC, pero que
dependen de la expresion exogena de los factores de reprogramacion

47



INTRODUCCION

para mantenerse en estado indiferenciado, por lo que no se trata de
verdaderas iPSC. A pesar de ello, permitieron establecer un modelo de
desarrollo tumoral. Al inyectarlas en ratones de manera subcutdnea
para evaluar la capacidad de diferenciacion in vivo son capaces de
formar teratomas. En estos teratomas se encontrd una diferenciacion
predominante hacia estructuras propias del endodermo. Ademas se
observaron lesiones de tipo PanIN (neoplasia intraepitelial
pancreatica), consideradas precursoras del adenocarcinoma. Si dejan
evolucionar estos teratomas, estas lesiones PanIN progresan hasta
estadios invasivos, recapitulando asi el desarrollo tumoral pancreatico
(Kim et al., 2013).

Este trabajo muestra la utilidad de las iPSC para establecer
nuevos modelos de desarrollo tumoral, que permiten avanzar en el
conocimiento de una patologia y las vias implicadas en ella, lo que
resulta fundamental para la busqueda de biomarcadores y de posibles
estrategias terapéuticas.

5.2.3. Desarrollo de nuevas terapias

La primera fase de la leucemia mieloide cronica (CML, Chronic
Mpyeloid Leukemia) es el resultado de la fusion BCR-ABL en las
células madre hematopoyéticas, lo que provoca la proliferacion de
estas células. Cuando se alcanza la fase blastica, estas células pierden
la capacidad de diferenciarse correctamente como resultado de un
segundo evento oncogénico. El tratamiento empleado, un inhibidor de
la oncoproteina BCR-ABL, no logra erradicar completamente la
patologia, haciendo necesario el tratamiento de manera continuada
(Melo and Barnes, 2007).

En el afio 2010, Carette et al. lograron reprogramar la linea celular
KBM7, derivada de la fase blastica de la CML, mediante la
introduccién de los factores OSKM con vectores retrovirales (Carette
et al., 2010). Las iPSC resultantes fueron capaces de diferenciarse
correctamente a los distintos linajes hematopoyéticos, recapitulando la
fase cronica de la CML. Se observo que las células iPSC, a pesar de
mantener la expresion oncogénica, no son sensibles al tratamiento con
Imatinib, el inhibidor de BCR-ABL empleado en la clinica, y solo tras

48



INTRODUCCION

la diferenciacion hacia células del linaje hematopoyético se vuelven de
nuevo sensibles.

Cuando se reprogramaron células obtenidas de pacientes con
CML en fase cronica se observo de nuevo que las iPSC son resistentes
a Imatinib y que recuperan la sensibilidad tras la diferenciacion hacia
tipos celulares del linaje hematopoyético (Kumano et al., 2012).

En estos trabajos se establece un modelo en el que se observa
como las células iPS, a pesar de que retienen la expresion del
oncogén, no presentan la dependencia oncogénica que se da
especificamente en las células diferenciadas del linaje adecuado. El
Imatinib solo es efectivo en células con un estado epigenético de
diferenciacion especifico, lo que podria justificar por qué el
tratamiento no erradica completamente la enfermedad. Esta
dependencia oncogénica en una fase y no en otra deberia ser tenida en
cuenta para el desarrollo de nuevas terapias.

5.2 4. Reprogramacion como terapia

La reprogramacion celular en algunos casos provoca alteraciones
en la capacidad tumorogénica de las células parentales. La
reprogramacion de lineas celulares de cancer gastrointestinal mediante
la expresion de los factores retrovirales OSKM genera células iPS
que, a diferencia de las células parentales, pueden ser diferenciadas in
vitro a distintos tipos celulares y son mas sensibles a agentes
quimioterapéuticos (Miyoshi et al., 2010).

La reprogramacion de lineas celulares humanas de sarcoma
mediante la expresion de los factores Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc, Nanog
y Lin28 genera colonias de células que cumplen las caracteristicas
propias de las iPSC in vitro. Sin embargo, el analisis global del patron
de metilacion y de expresion sitia a estas células mas proximas a
fibroblastos parcialmente reprogramados y al sarcoma parental que a
verdaderas iPSC. Esta desdiferenciacion, aunque no alcance la
reprogramacion completa, es suficiente para que estas células puedan
llegar a diferenciarse correctamente, en contraste con lo que ocurre
con las células parentales que presentan defectos en la diferenciacion
responsables de su capacidad tumorogénica (Zhang et al., 2013). Con

49



INTRODUCCION

estos ejemplos se pone de manifiesto que la reprogramacion de células
tumorales puede inducir la disminucioén de tumorogenicidad.

En estos trabajos se observa que no todos los tipos celulares
tumorales son igual de susceptibles a la reprogramacion. Ademas, las
células derivadas de distintos tipos de cancer presentan caracteristicas
propias que dificultan el establecimiento de un protocolo comun.
Segun el tipo celular se han empleado distintas combinaciones de
factores de reprogramacion. Por ejemplo, células de melanoma que
expresan de forma endogena Sox2, pueden ser reprogramadas
prescindiendo de Sox2 exdgeno (Utikal et al., 2009b).

Por otro lado, las células resultantes de la reprogramacion de
células tumorales no siempre reunen las caracteristicas propias de las
células iPSC. En algunas ocasiones, requieren la expresion ectopica
continuada de los factores para mantenerse en estado desdiferenciado
(Kim et al., 2013). Ademas su diferenciacion esta, en muchos casos,
condicionada por el linaje parental del que proceden al conservarse
cierta memoria que puede estar asociada con su capacidad
tumorogénica (Papapetrou, 2016).

A pesar de las limitaciones y dificultades existentes, estos
ejemplos ponen de manifiesto la utilidad del sistema de
reprogramacion celular en la investigacion del cancer. La posibilidad
de revertir el estado de transformacion celular mediante la tecnologia
de reprogramacion permite establecer nuevos y valiosos modelos para
el estudio del inicio y la progresion tumoral. Ademas, descifrar las
caracteristicas propias de la célula tumoral que las hacen refractarias
al cambio sufrido durante la reprogramacién celular, resulta
prometedor para comprender mejor la identidad tumoral y desarrollar
estrategias terapéuticas efectivas.
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OBJETIVOS

Desde el descubrimiento de la reprogramacion celular se han
logrado reprogramar con ¢éxito numerosos tipos celulares. Sin
embargo, los ejemplos exitosos de reprogramacion de células
tumorales son muy escasos.

La reprogramacion y transformacion oncogénica son procesos
relacionados en los que participan mecanismos comunes. A pesar de
la existencia de barreras comunes que regulan ambos procesos, las
células transformadas parecen presentar barreras adicionales
especificas que se oponen a la reprogramacion hacia iPSC.

Teniendo esto en cuenta nos planteamos abordar el estudio del
efecto de la activacion oncogénica, impulsora de la transformacion,
sobre el proceso de reprogramacion.

Los objetivos especificos del proyecto de tesis han sido:

1. Estudio del efecto la activacion oncogénica sobre el proceso de
reprogramacion.

1.1. Caracterizar el efecto de la activacion del oncogén Ras
sobre la reprogramacion de células primarias.

1.2. Analisis del efecto de distintos protocolos de
carcinogénesis sobre el proceso de reprogramacion celular in
Vivo.

2. Estudio de la reprogramacion de células transformadas.

2.1. Reprogramacion de células transformadas in vitro
mediante cooperacion oncogénica.

2.2. Reprogramacion de lineas celulares derivadas de
tumores.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Todos los procedimientos experimentales realizados con animales
en esta tesis cuentan con la aprobacion del Comité de Bioética de la
Universidad de Santiago de Compostela (USC) respetando las Leyes
de Proteccion de los Animales utilizados para experimentacion y otros
fines cientificos a nivel Estatal y Europeo. Estos procedimientos se
realizaron bajo las autorizaciones 15005AE/07/01/02/05C/AVF2,
segun el RD 1201/2005, de la que es investigador responsable Anxo
Vidal y 15001/17/001, segtn el actual y vigente RD 53/2013, de la
que es investigador responsable Manuel Collado. Los procedimientos
experimentales fueron realizados por Manuel Collado, capacitado para
las funciones By C.

1.1. Condiciones de estabulacion

Los animales de experimentacion empleados en este trabajo se
mantuvieron estabulados en el animalario del CIMUS (Centro de
Investigacion en Medicina Molecular y Enfermedades Cronicas de la
USC) con numero de registro: ES150780275701. La cria y
mantenimiento de las colonias se realizd en salas SPF (Specific
Pathogen Free), mientras que algunos de los procedimientos
experimentales se realizaron en salas convencionales. En ambos casos,
los animales se encontraban bajo condiciones controladas de
fotoperiodo (12 horas de luz/oscuridad) y temperatura (20-24°C).

1.2. Ratén reprogramable i4F

El modelo de raton reprogramable empleado fue la linea
transgénica 14F-B (Abad et al., 2013). Este modelo presenta un casete
policistrénico que codifica para los cuatro factores de reprogramacion
(OSKM: Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc) bajo el control de un promotor
inducible por tetraciclina (TetOP) en un intrén del gen Pparg. En el
locus Rosa26 presenta, ademas, el transactivador reverso dependiente
de tetraciclina (rtTA, reverse tetracycline-controlled transactivator).
En presencia de doxiciclina, el rtTA se une al promotor del casete
OSKM permitiendo la expresion de los factores de reprogramacion
(Figura 1). La colonia de ratones transgénicos fue mantenida en
heterocigosis en un fondo genético puro C57BL/6.

57



MATERIALES Y METODOS
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Figura 1. Representacion esquematica del raton reprogramable i4F.

1.3. Raton KrasV12-KI

El modelo de raton transgénico empleado para la activacion
genética del cancer fue el raton knock-in (KI) Kras”V'? (Guerra et al.,
2003). Este raton presenta un alelo transgénico KrasV12-IRES-B-geo
insertado en uno de los alelos del locus enddgeno de Kras. Este alelo
transgénico contiene, en el primer intron, una sefial transcripcional de
stop flanqueada por sitios de recombinacion loxP. El tratamiento con
la recombinasa Cre provoca la escision de esta sefial de stop,
permitiendo la expresion de KrasV12 y de la proteina de marcaje -
geo, que confiere resistencia a G418 y actividad p-galactosidasa
(Figura 2). La colonia de ratones transgénicos fue mantenida en
heterocigosis en un fondo genético puro C57BL/6.

Kras
J:‘ STOP |‘—| KrasGlZV|ﬂ| B-Geo |—

loxP loxP
l+ Cre

— KrasGlZVILES| B-Geo [—

Kras

Figura 2. Representacion esquematica del ratén KrasV12-Kl
1.4. Ratones NRMI-nu “nude”

Los ratones NMRI-Foxnl™™ presentan una mutacion autosémica
recesiva en el gen Foxnl (Forkhead box NI) que causa aplasia del
timo, lo que resulta en inmunodeficiencia. Ademas estos ratones
presentan un defecto en la queratinizacion del foliculo piloso y la
epidermis, por lo que carecen de pelo (nude). En este trabajo
empleamos hembras de 6 semanas obtenidas de los Laboratorios
Janvier.
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1.5. Genotipado

El genotipado de las distintas lineas transgénicas se realizd a
partir de DNA gendmico extraido de un pequefio trozo de la cola del
raton, cortado en el momento del destete. La extraccion se realizd
mediante incubacion con 200 pL de Chelex 10% (Chelex 100 Sodium
form) (Sigma-Aldrich) y 400 pg de proteasa (Protease from
Streptomyces griseus) (Sigma-Aldrich) a 60°C en agitacion durante la
noche (ON, overnight). Tras la inactivacion de la proteasa por
incubacion a 95°C durante 15 minutos, se centrifugan las muestras a
10.000 rpm durante 1 minuto para precipitar los fragmentos no
digeridos y los restos de Chelex. El sobrenadante, donde se encuentra
el DNA, se empled directamente para la amplificacion por PCR
(Polymerase Chain Reaction) de los alelos wild type (wt) o
transgénicos (tg).

La PCR se realiz6 con el kit NZYTaqg DNA polymerase (NzyTech),
dNTPS (Sigma-Aldrich) y los oligonucledtidos (Eurofins) recogidos
en la siguiente tabla (tabla 1) en un termociclador MultiGene™
OptiMax (Labnet).

Linea Oligo. Secuencia 5’—3’ Alelo
125B AAA GTC GCT CTG AGT TGT TAT  Rosa26 comln
126B GCG AAG AGT TTG TCC TCA ACC Rosa26 tg

i4F 127B GGA GCG GGA GAA ATG GAT ATG Rosa26 wt
ORF2- FW  GGA TGG AGT GGG ACA GAG AA OSKM-Fw
ORF2-RV  GTG CCG ATC CGT TCA CTA AT OSKM-Rv
UTR-Kras1 CAC TGG ACA CTG AGG GTC A Kras wt
Kras-KI UTR-Kras2 CAT ACT GGG TCT GCC TTA Kras comun
CLNEO GAT GCC TGC TTG CCG AAT AT Kras tg

Tabla 1.Secuencias de los oligonucleétidos empleados para el genotipado de las
distintas lineas transgénicas y alelos que amplifican

¢ Genotipado i4F:

Las condiciones empleadas para el genotipado de los ratones 14F
fueron: Tag Polymerase Buffer 1X, 2 mM MgCl,, 0,75 mM dNTPs,
0,15uM de cada uno de los oligonucledtidos y 2 U de Taq. El
programa de amplificacion empleado fue:
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40 ciclos
Temperatura 95 °C 95°C 59°C 72°C | 72°C 4°C
Tiempo 5’ 45"’ 45"’ 1’ 5’ =

¢ Genotipado Kras-KI:

Las condiciones empleadas para el genotipado de los ratones
Kras-KI fueron: Tag Polymerase Buffer 1X, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTPs, 0,8 uM del oligonucledtido comun (UTR-Kras2) y 0,4 uM de
cada uno de los restantes (UTR-Krasl, CLNEO) y 2 U de Taq. El
programa de amplificaciéon empleado fue:

34 ciclos
Temperatura 94°C 94°C 60°C 75°C 75°C 4°C
Tiempo 2’ 40’ 40’ 1’ 10’ -

Tras la PCR los fragmentos amplificados se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa (Conda) al 1,5% en TAE 1x (40mM
Tris-acetato, 2mM EDTA) con RedSafe™ Nucleic Acid Staining
Solution (Intron Biotechnology) para su visualizacion en un
transiluminador de luz ultravioleta UVP BioDoc-1"™ Imaging System.
El marcador de tamano de DNA empleado fue NZYDNA ladder V
100pb (NzyTech).

2. PROTOCOLOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL
2.1. Tratamiento con doxiciclina in vivo
2.1.1. Doxiciclina en agua de bebida

El tratamiento sistémico con doxiciclina in vivo se realizod
mediante dilucion en el agua de bebida. Se emplearon distintas
concentraciones de doxiciclina (Fagron Ibérica) (2, 1 o 0,2 mg/mL)
suplementadas con sacarosa (Sigma-Aldrich) al 5%-7,5%. El
tratamiento se mantuvo protegido de la luz y se renovo cada dos dias
durante la duracién del experimento.

Los ratones i4F se trataron con 0,2 mg/mL o 1 mg/mL de
doxiciclina durante 2,5 semanas o 7 dias, respectivamente. Las
condiciones se detallan en cada uno de los experimentos en el
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apartado de resultados. Los ratones nude o C57BL/6 wt se trataron
con 2 mg/mL.

2.1.2. Doxiciclina en crema

La doxiciclina en crema fue preparada por el Servicio de
Farmacia del CHUS a partir de doxiciclina (Fagron Ibérica) al 2% o
10% en vaselina (Brum). Se aplicaron 500 mg de crema cada dos dias.

2.2. Administracion intratraqueal de Ad-Cre

Los ratones KrasV12-KI se trataron, por via intratraqueal, con
particulas adenovirales que expresan la recombinasa Cre, a las 10-12
semanas de edad.

Las particulas adenovirales (Ad5-CMV-Cre) fueron producidas
por la Unidad de Produccion de Vectores (UPV) del Centro de
Biotecnologia Animal y Terapia Génica (CBATEG) de la Universidad
Auténoma de Barcelona (UAB). En el momento del tratamiento, el
vial de Ad-Cre (1x10'" particulas fisicas/100 uL) se diluye en 100 pL
de PBS y se afiade CaCl, a una concentracion final de 0,01 M. Cada
raton se tratd con 1x10'? particulas en 20 uL por via intratraqueal y se
administraron 3 volumenes (0,5 mL) de aire para favorecer la
dispersion por los pulmones.

Los ratones se anestesiaron mediante inyeccion intraperitoneal de
Medetomidina (Domtor) (1 mg/kg) y Ketamina (Ketolar) (75 mg/kg).
La anestesia se revirti6 mediante inyeccion intraperitoneal de
Atipamezol (Antisedan) (1mg/kg).

2.3. Tratamiento con DMBA

El DMBA (7, 12-dimetilbenzantraceno) (Sigma-Aldrich) se
diluy6o en acetona (Sigma-Aldrich) a 1 mg/mL. Dos dias antes del
tratamiento, se afeita la parte superior del lomo de los ratones que sera
tratada. Cada raton se tratdo con 100 pL de la solucion de DMBA. Al
dia siguiente se comenzo el tratamiento con la crema de doxiciclina.

2.4. Inyeccion de 3-MCA

El 3-MCA (3-metilcolantreno, Sigma-Aldrich) se diluy6 en aceite
de girasol (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 20-25 pg/uL. La
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suspension se sonicoO en hielo hasta conseguir una emulsion
homogénea sin restos cristalizados.

Cada raton se inyecto6 con 1 mg de 3-MCA de forma
intramuscular, con jeringas de 25G. En los experimentos de
reprogramacion in vivo, se prepard un solucion a 25 pg/uL de la que
se inyectaron 40 puL en el musculo tibialis anterior (TA). Para la
generacion de fibrosarcomas de los que se derivaron las lineas
celulares, la suspension se prepard a 20 ug/uL y se inyectaron 50 pL
en la parte alta de la pata trasera.

2.5. Inyeccion de células
2.5.1. Inyeccion de células en riiion

Cada ratén se inyectd con 5 x 10° células en 50 pL de medio de
iPSC/ESC en el rifién izquierdo. Se realiz6 una pequeia incision en el
costado izquierdo desde la cual se accede al rifion. Tras la inyeccion
con una jeringa de 25 G, se suturd el peritoneo y se cerrd la herida en
la piel con grapas. Los ratones se anestesiaron mediante equipos de
anestesia inhalatoria con isoflurano (Esteve).

2.5.2. Inyeccion subcutdnea

Para la formacion de tumores subcutaneos a partir de las lineas
celulares de fibrosarcoma se emplearon ratones nude. Se realizaron 4
inyecciones por raton, dos en cada costado. En cada punto se
inyectaron 1 x 10° células en 50 pL de medio de ESC/iPSC con
jeringas de 25G. Los ratones se anestesiaron mediante equipos de
anestesia inhalatoria con isoflurano (Esteve).

El tamafo de los tumores subcutdneos se midié con un calibre
electronico digital (FST) dos veces a la semana. Se tomaron tres
medidas (ancho, alto, largo) de cada tumor a partir de las cuales se
determiné el volumen (mm°).

3. CULTIVOS CELULARES
3.1. Cultivo primario de MEFs wt, id4F, p53-null y Arf-null

Los fibroblastos primarios procedentes de ratones wt, i4F, p53-
null y Arf-null se obtuvieron a partir de embriones en el dia 13,5 de
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gestacion. La hembra prefiada se sacrifica mediante dislocacion
cervical y se extrae el utero con los embriones, que se mantienen en
PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich) frio suplementado
con penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich). Los embriones se
extraen del utero en ambiente estéril y se mantienen individualizados
en placas de cultivo celular con PBS. Se descartan los tejidos
viscerales y parte de la cabeza, que se empled para el genotipado
(apartadol.5). El resto del cuerpo se disgregd con ayuda de bisturies y
digestion enzimatica con tripsina. Se anaden 1,5 mL de tripsina-
EDTA 1x (Sigma-Aldrich) sobre el embridén disgregado y se incuba
10 minutos a 37°C. Tras la incubacion se homogeniza con ayuda de
una pipeta de 1 mL y se incuba de nuevo 10 minutos a 37°C. Una vez
tripsinizados, se resuspendieron en medio de cultivo y se sembraron
en placas de cultivo de 100 mm. Al dia siguiente se realizan dos
lavados con PBS para eliminar restos de tejido o células no adheridas
y se afiade medio de cultivo nuevo. Una vez confluentes se tripsinizan
y expanden. Tras un pase en cultivo, se congelaron en alicuotas en
medio de congelacion, FBS con 10% DMSO (Dimetilsulfoxido,
Sigma-Aldrich), y se mantuvieron en nitrégeno liquido.

Los MEFs se mantuvieron en medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) con alta concentracion de
glucosa (4500 mg/L) (Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS, Fetal Bovine Serum) (Sigma-Aldrich),
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich) y L-glutamina (Sigma-
Aldrich). Las células se mantuvieron en un incubador a 37°C, 5% CO,
y atmdsfera himeda.

3.2. Derivacion de lineas celulares de fibrosarcoma

Las lineas tumorales de fibrosarcoma se derivaron a partir de
tumores inducidos por la inyeccion intramuscular de 3-MCA (Sigma-
Aldrich). Una vez formado el tumor, los ratones fueron sacrificados
para extraer la masa tumoral que se introdujo en PBS frio. El tumor se
disgregd en ambiente estéril con la ayuda de dos bisturies. Una vez
disgregado, la suspension resultante se sembro en placas de cultivo de
100 mm con medio DMEM con alta concentracion de glucosa (4500
mg/L) (Sigma-Aldrich) suplementado con 10% FBS (Sigma-Aldrich),
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penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich) y L-glutamina (Sigma-
Aldrich). Al dia siguiente se realizan dos lavados con PBS para
eliminar restos de tejido o células no adheridas y se afiade medio de
cultivo nuevo. Una vez confluentes se tripsinizaron y expandieron
hasta obtener un cultivo homogéneo. Tras un par de pases en cultivo
se congelaron en alicuotas con FBS y 10% DMSO. Las células se
mantuvieron en un incubador a 37°C, 5% CO; y atmdsfera humeda.

3.3. Cultivo celular de iPSC y ESC

Las iPSC y ESC se mantuvieron en cultivo sobre células feeders o
alimentadoras en placas gelatinizadas (apartado 3.5). El medio de
cultivo empleado (medio de iPSC/ESCs) estd compuesto por: DMEM
con alta concentracion de glucosa (4500 mg/L) (Sigma-Aldrich)
suplementado con 15% de KSR (KnockQut™ Serum Replacement,
GIBCO), penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich), L-glutamina
(Sigma-Aldrich), 0,1 mM NEAA (Non-essential aminoacids,
GIBCO), 0,1 mM de 2-mercaptoetanol (GIBCO) y 1000 v/mL de LIF
(Leukemia Inhibitory Factor, GIBCO). El medio se renovo cada dos
dias y las células se tripsinizaron cuando alcanzaban una confluencia
del 80%. Las células se mantuvieron en un incubador a 37°C, 5% CO,
y atmodsfera humeda. Para su congelacion se emple6 medio de
iPSCs/ESCs completo, suplementado con un 20% de FBS y un 10%
de DMSO.

3.4. Lineas celulares

Las lineas celulares empleadas en este trabajo fueron: HEK293T
(Human Embryonic Kidney 293T) y 3T3 (fibroblastos inmortalizados
por pases seriados). Ambos tipos se mantuvieron en medio DMEM
con alta concentracion de glucosa (4500 mg/L) (Sigma-Aldrich)
suplementado con 10% FBS (Sigma-Aldrich),
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich) y L-glutamina (Sigma-
Aldrich). Las células se mantuvieron en un incubador a 37°C, 5% CO,
y atmosfera himeda.

3.5. Preparacion de feeders

Las células feeders se prepararon a partir de MEFs wt en pase 3 o
células 3T3. Las células fueron inactivadas mitoticamente con
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Mitomicina C (Inibsa) a una concentraciéon de 10 ug/mL, durante 2-3
horas. Tras esta incubacion, se lavaron exhaustivamente con PBS para
eliminar completamente los restos de Mitomicina C, se tripsinizaron y
se congelaron en alicuotas de 3 x 10° células en medio de congelacion
(FBS, 10% DMSO).

Cada alicuota se descongelé6 en una placa de 100 mm
gelatinizada, o en placas con una superficie equivalente. Las placas se
trataron con gelatina (Sigma-Aldrich) al 0,1% (w/v) durante 30
minutos a temperatura ambiente (RT, room temperature). A
continuacion, se retird la gelatina y se sembraron las células feeders en
medio de cultivo de fibroblastos. Las células feeders se descongelaron
el dia anterior al pase de las células iPS o ES.

3.6. Tratamientos
Los tratamientos celulares empleados en este trabajo han sido:

¢ Doxiciclina (Sigma-Aldrich): andlogo de la tetraciclina,
empleado como inductor para los sistemas de expresion inducibles
regulados por el transactivador reverso dependiente de tetraciclina
(rtTA): MEFs i4F y vectores lentivirales (Tet-O-OSKM, pInducer20-
EV, pInducer20-HrasV12). La concentracion empleada ha sido 1
pg/mL y se renové cada 48 horas.

e Mitomicina C (Inibsa): agente citotoxico empleado para
inactivar mitoticamente las células feeders. La concentracion
empleada ha sido 10 pg/mL durante 2-3 horas de incubacion.

¢ PD0325901 (Axon Medchem): inhibidor de Mek empleado a
distintos tiempos durante la reprogramacion celular. La concentracion
empleada ha sido 50 uM.

4. VECTORES PLASMIDICOS
4.1. Microorganismos empleados

Los microorganismos empleados para amplificar el DNA
plasmidico han sido: bacterias E. coli competentes de la cepa DH5a,
para los vectores retrovirales; o de la cepa Stbl2, para los vectores
lentivirales.
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Para la produccion de proteinas recombinantes se emple6 la cepa
BL21 (apartado 12).

4.2. Medios de cultivo bacterianos empleados

e Medio LB (Luria-Broth): para el crecimiento en medio liquido
se empled el medio LB compuesto por 1% triptona (Becton
Dickinson, BD), 0,5% extracto de levadura (BD) y 0,5% cloruro de
sodio (Sigma-Aldrich) en agua destilada. El medio se suplement6 con
el antibidtico adecuado segun la resistencia que confiera el plasmido:
ampicilina (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich) o kanamicina (50 pg/mL)
(GIBCO).

e Medio LB Agar. Para el aislamiento y seleccion de las
bacterias transformadas se empled el medio so6lido LB Agar, con la
misma composiciéon que el medio LB liquido y suplementado con
1,5% de LB Agar (Sigma-Aldrich). Los antibiéticos empleados fueron
los mismos que en el medio liquido.

4.3. Obtencion del DNA plasmidico

La extraccion del DNA plasmidico a partir de cultivos bacterianos
se realizo con el kit comercial Genopure Plasmid Midi (Roche), para
la realizacion de Midipreps; o bien el kit QIAfilter™ Plasmid Maxi
(Qiagen) para la obtencion de DNA a gran escala mediante
Maxipreps. En ambos casos, la extraccion se realizd siguiendo las
instrucciones del fabricante.

La cuantificacion del DNA plasmidico obtenido se realizé en un
NanoDrop 2000c Spectrophotometer (ThermoScientific).

4.4. Plasmidos

En la siguiente tabla (tabla 2) se recogen los plasmidos
empleados en este trabajo:

Plasmido Referencia
pCL-Eco Addgene #12371 (Naviaux et al., 1996)
pLP1 ViraPower™ Lentiviral Packaging Mix (Invitrogen)
pLP2 ViraPower™ Lentiviral Packaging Mix (Invitrogen)
pLP-VSVG ViraPower™ Lentiviral Packaging Mix (Invitrogen)
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pBP-IRES-EGFP
pBP-HrasWwT
pBP-HrasV12

pBP-HrasV12C40
pBP-HrasV12G37
pBP-HrasV12E38
pBP-KrasWT
pBP-KrasV12
pBP-NrasWT
pBP-NrasV12
pBP-BrafV600E
pMXs-Oct3/4
pMXs-Sox2
pMXs-Klf4
pMXs-c-Myc
Tet-0O-FUW-OSKM
FUW-M2rtTA
FUGW
pinducer20-EV

Addgene #14430
Addgene #18744
Addgene #1768

Addgene #18747
Addgene #18745

Laboratorio L. Miguel Martins (no
publicado)

Laboratorio Scott Lowe (no publicado)

Laboratorio Bob Weinberg (no
publicado)

Laboratorio Scott Lowe (no publicado)

Laboratorio Scott Lowe (no publicado)

Laboratorio Mariano Barbacid

Laboratorio Mariano Barbacid

Laboratorio Mariano Barbacid

Laboratorio Mariano Barbacid

Laboratorio Mariano Barbacid

Laboratorio Mariano Barbacid

Addgene #13366
Addgene #13367
Addgene #13370
Addgene #13375
Addgene #20321
Addgene #20342
Addgene #14883
Addgene #44012

(Takahashi and Yamanaka, 2006)
(Takahashi and Yamanaka, 2006)
(Takahashi and Yamanaka, 2006)
(Takahashi and Yamanaka, 2006)
(Carey et al., 2009) (Figura 3)
(Hockemeyer et al., 2008)

(Lois et al., 2002)

(Meerbrey et al., 2011)

pInducer20-HrasV12 (Alexander et al., 2013) (Figura 4)

Tabla 2. Plasmidos empleados en este trabajo

Oct4 jmm Sox2 jmm Kif4 jmm{c-Myc]— LTR |

P2A T2A E2A

[ LR

Figura 3. Representacion esquematica del plasmido Tet-O-FUW-OSKM. El casete
policistrénico que codifica para los cuatro factores de reprogramacion (Oct4, Sox2,
Klf4 y c-Myc) se encuentra bajo el control de un promotor dependiente de
tetraciclina (TetOP).

IRES,
TRE2 HrasVlZ-—@ rtTA —{ Neo HTR |
attR1 attR2

Figura 4. Representacion esquematica del plasmido pIinducer20-HrasV12. La
expresion de HrasV12 esta controlada por un promotor dependiente de tetraciclina
(TRE2), mientras que la expresion del rtTA y del gen de resistencia a la neomicina
se produce a partir de un promotor constitutivo (Ubc).
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5. TRANSDUCCION RETROVIRAL Y LENTIVIRAL

Las particulas retro- o lentivirales se generaron en células
HEK293T mediante co-transfeccion con el plasmido de interés y los
plasmidos empaquetadores correspondientes: pCL-Eco, para las
particulas retrovirales; y el sistema de tercera generaciéon basado en
los plasmidos pLP1, pLP2 y pLP-VSVG, para las particulas
lentivirales.

5.1. Transfeccion celular

La transfeccion de células HEK293T se realizé6 empleando el
agente de transfeccion, polietilenimina (PEI) (Polysciences). El dia
previo a la transfeccion, se sembraron 5 x 10° células HEK293T por
placa de 100 mm. Para la transfeccion se realizaron dos mezclas:

e Por un lado, se mezcla el plasmido de interés con el
empaquetador retroviral o los empaquetadores lentivirales, en
proporcion 1:1 o 1:(1:1:1), respectivamente, y se diluye en medio
DMEM (Sigma-Aldrich) sin suplementar. Para una placa de 100 mm
se emplearon 5 pg totales de DNA en 250 uL de volumen.

e Por otro lado, se realiza una mezcla del PEI (1 mg/mL), en una
relacion 1:6 (DNA: PEI), con medio DMEM (Sigma-Aldrich) sin
suplementar. Se emplearon 30 pL. de PEI para los 5 pg de DNA en
250 pL de volumen.

A continuacién se juntan las dos mezclas anteriores, se
homogenizan mediante vortex y se incuban 10 minutos a RT. La
mezcla (500 pL) se afiade, gota a gota, al cultivo de HEK293T. Tras
8-16 horas se realizaron dos lavados con PBS y se cambi6 el medio
por medio fresco.

5.2. Transduccion

Transcurridas 36 horas desde la transfeccion, el sobrenadante de
las células HEK293T, que contiene las particulas virales, se filtro a
través de un filtro de 0,45 um (Jet Biofil) y se anadid Polybrene
(Hexadimethrine bromide) (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 8
pg/mL. Se afiadi6 medio fresco a las células HEK293T y el
sobrenadante con los virus se utilizo sobre las células a transducir. Las
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células diana se sembraron el dia anterior y deben estar subconfluentes
y proliferando durante la transduccion. Este proceso se repitio cada 12
horas hasta realizar 3 rondas. Transcurridas 12 horas desde la tltima
ronda, se cambi6 el medio de las células diana por medio fresco y se
dio por finalizada la transduccion.

6. REPROGRAMACION CELULAR
6.1. Reprogramacion de MEFs i4F

Para la reprogramacion de MEFs derivados del raton i4F se
emplearon MEFs i4F en pase temprano (1 o 2). Se sembraron 4 x 10
células por pocillo en placas de 6 pocillos (Eppendorf) en medio de
cultivo de fibroblastos. Al dia siguiente se cambi6 el medio a medio
de iPSC/ESCs con doxiciclina a 1 ug/mL, este es el dia 0 (TO) de
nuestros experimentos de reprogramacion. Durante los 12-14 dias
siguientes se cambi6 el medio, renovando la doxiciclina, cada dos
dias.

6.2. Reprogramacion con vectores retrovirales

Para la reprogramacion mediante el empleo de vectores
retrovirales, se realizé la transduccion retroviral (apartado 5) de MEFs
de los distintos genotipos (wt, p53-null o Arf-null) con los plasmidos
pMXs que expresan cada factor de reprogramacion (Oct4, Sox2, KIf4
y c-Myc) de manera independiente.

Se sembraron 2 x 10° células por pocillo en placas de 6 pocillos y
se llevo a cabo la transduccion retroviral. Tras 24 horas desde la
ultima ronda de transduccion, se cambid el medio de cultivo a medio
de iPSC/ESCs (T0). Durante los 12-14 dias siguientes se cambi6 el
medio cada dos dias.

6.3. Reprogramacion con vectores lentivirales

Para la reprogramacion mediante el empleo de vectores
lentivirales, se realizé la tranduccion lentiviral (apartado 5) de MEFs
wt o de las lineas de fibrosarcoma, con el plasmido inducible Tet-O-
FUW-OSKM vy el plasmido rtTA.

Se sembraron 2 x 10° células por pocillo en placas de 6 pocillos y
se llevo a cabo la transduccion lentiviral, 24 horas después de la
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ultima ronda de transduccion, se cambio el medio de cultivo a medio
de iPSC/ESCs con doxiciclina a concentracion final de 1 pg/mL (TO).
Durante los 12-14 dias siguientes se cambid el medio, renovando la
doxiciclina, cada dos dias.

7. TINCION FOSFATASA ALCALINA (AP)

La actividad AP en las células iPS, tras el proceso de
reprogramacion, se detectd colorimétricamente empleando los kits
comerciales: Vector Red Substrate Kit (Vector Labs) y Alkaline
Phosphatase Blue Membrane Substrate Solution (Sigma-Aldrich)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las células se fijaron con formaldehido (EMS, Electron
Microscopy Sciences) al 4% en PBS durante 10 minutos a RT. Una
vez fijadas, se realizaron dos lavados con PBS. Las células se
incubaron con la solucién de tincion en oscuridad a RT durante 15-30
minutos. Tras la tincion, las células se lavaron con PBS y las placas se
escanearon en el escaner fotografico Epson Perfection V550 Photo
(Epson). Para la cuantificacion del numero de colonias positivas se
empleo el software libre ImageJ.

8. PICADO Y EXPANSION DE COLONIAS IPSCS

Para la obtencion de clones de iPSC se realizo el picado y
expansion de colonias individuales. El medio de las células iPS se
cambia por medio fresco 2-3 horas antes del picado. En el momento
del picado, el medio se substituye por medio DMEM sin suplementar.
Usando un microscopio oOptico (Primo Vert Microscope, Zeiss)
situado dentro de una campana de flujo laminar, las colonias se
recogen con una micropipeta en un volumen de 10 pL de medio y se
transfieren de manera individual a un tubo de 0,2 mL en el que
afiadimos 30 puL de Tripsina-EDTA 1x (Sigma-Aldrich) donde se
incuban a 37°C y 5% CO; durante 5 minutos. Tras la incubacion, se
afiadieron 70 pL de medio de iPSC/ESCs a cada tubo para neutralizar
la accion de la tripsina y la suspension se pipetea arriba y abajo unas
10 veces para terminar de disgregar las colonias. El contenido de cada
uno de los tubos se sembrd en un pocillo de una placa de 96 pocillos
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con feeders, a la que previamente se le habia cambiado el medio por
100 pL de medio de iPSC/ESCs. El medio se renovo cada dos dias.

Cuando las células alcanzaron el 80-90% de confluencia, se
tripsinizaron y expandieron a placas de mayor tamafio con feeders,
hasta llegar a placas de 100 mm, a partir de las cuales se congelaron
alicuotas en medio de congelaciéon de iPSC/ESCs o se emplearon en
los distintos ensayos realizados.

9. PROTOCOLOS DE DIFERENCIACION
9.1. Diferenciacion in vitro: formacion de embryoid bodies

La técnica empleada para la formacién de cuerpos embrioides
(EB, Embryoid Bodies) ha sido hanging drop. Las células iPS se
tripsinizan y cuentan, se prepara una suspension celular a una
concentracion de 2,5 x 10° células/mL en medio de EB: DMEM
(Sigma-Aldrich), 10% FBS (Sigma-Aldrich), 1%
Penicilina/Estreptomicina (Sigma-Aldrich), 1% L-glutamina (Sigma-
Aldrich), 0,1 mM NEAA (Non-essential aminoacids, GIBCO),
0,lmM de 2-mercaptoetanol (GIBCO). Sobre la tapa de una placa
Petri se depositan gotas de 20 uL de la suspension celular. El fondo de
la placa se cubre con PBS y se cierra con la tapa de modo que las
gotas queden colgando. Estas placas se incubaron durante 3 dias a
37°C y 5% CO,. Tras los 3 dias, las gotas se recogieron con medio de
EB y se pasaron a una placa Petri con 10 mL de medio de EB. El
medio se reemplazd cada 3 dias.

Los EB fueron recogidos para analizar mediante qRT-PCR la
expresion de marcadores de diferenciacion de las tres capas
embrionarias: endodermo (Gata4, Gata6), mesodermo (Nkx2.5,
Brachyury) y ectodermo (DIx3, Gfap).

9.2. Diferenciacion in vivo: formacion de teratomas

Para la formacién de teratomas se inyectaron 5 x 10° células en 50
pL de medio de iPSC/ESC en el rifion de ratones wt de la cepa
C57BL/6.

Las células iPSC se tripsinizaron y contaron para ajustar el
numero de células a inyectar. Se realizo un lavado con PBS y se
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resuspendieron en medio de iPSC/ESCs a la concentracion indicada.
Las células se mantuvieron en frio hasta el momento de la inyeccion
(apartado 2.5).

Se realizo el seguimiento de los ratones y tras detectar mediante
palpacion el crecimiento tumoral, los ratones fueron sacrificados y los
tumores fueron procesados para su analisis histoldgico (apartado 18)
por el Servicio de Anatomia Patologica del CHUS.

10. ANALISIS DE EXPRESION DE mRNA
10.1. Extraccion de RNA

Para el aislamiento de RNA a partir de células en cultivo celular o
de EB se empleo el kit comercial Nucleo Spin RNA (Macherey-Nagel)
siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Para el aislamiento de RNA a partir de tejido se empled el
reactivo  Tri-Reagent RNA isolation (Vitro) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se disgregaron 50 mg de tejido en un
TissueLyser Il (Qiagen) durante 3 minutos a 30 HZ en tubos de
plastico de 2 mL con cierre de seguridad (Eppendorf) con dos bolas de
acero inoxidable estériles.

La cuantificacion se realizO6 en un NanoDrop 2000c
Spectrophotometer (ThermoScientific).

10.2. Sintesis de cDNA mediante retrotranscripcion

Para la retrotranscipcion de RNA a cDNA se empleo el kit
comercial High-Capacity c¢cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems) basado en la enzima MultiScribe’™  Reverse
Transcriptase, siguiendo las recomendaciones del fabricante. La

retrotranscripcion se realizé en el termociclador MultiGene™ OptiMax
(Labnet).

10.3. qRT-PCR

La qRT-PCR se realizé con el reactivo Brilliant Il Ultra-Fast
SYBR QPCR MasterMix (Agilent Technologies) en un termociclador
AriaMx Real-Time PCR systems (Agilent Technologies) con el
programa:
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Hot start  Amplificacion (40 ciclos) Melt
Temperatura 95 °C 95 °C 60°C 72 °C 95°C 55°C 95°C
Tiempo 3 30 30 1’ 1’ 30 30

En cada reaccion se utilizaron 33 ng de cDNA y oligonucleotidos
a una concentracion final de 0,25 pM. Todas las reacciones se
realizaron por triplicado para cada gen analizado y los valores
obtenidos se relativizaron frente al housekeeping Gapdh.

Los resultados se analizaron con el software AriaMx 1.0 (Agilent
Technologies).

Los oligonucledtidos empleados en este trabajo se recogen en la
siguiente tabla (tabla 3) y fueron adquiridos en Eurofins Genomics:

Oligonucleotidos Secuencia 5’ — 3’
ey Fw: ATGCCAAAGAAAGAAACGAC
Rv: AGAGGCTGTAGAACATGATT
Cdknia Fw: GTGGGTCTGACTCCAGCCC
Rv: CCTTCTCGTGAGACGCTTAC
D3 Fw: GCTCCTCAGCATGACTACTACT
Rv: CTGCGAGCCCATTGAGATTG
Dppa3 Fw: GACCCAATGAAGGACCCTGAA
Rv: GCTTGACACCGGGGTTTAG
Essrb Fw: CCCTCAGCCCTAGGCACAT
Rv: AGCCTGGGACTGCCTTTTG
Fn1 Fw: TTCAAGTGTGATCCCCATGAAG
Rv: CAGGTCTACGGCAGTTGTCA
Gapdh Fw: TCCATGACAACTTTGGCATCGTGG
Rv: GTTGCTGTTGAAGTCACAGGAGAC
Gatad Fw: CCCTACCCAGCCTACATGG
Rv: ACATATCGAGATTGGGGTGTCT
Gatab Fw: TCATTACCTGTGCAATGCATGCGG
Rv: ACGCCATAAGGTAGTGGTTGTGGT
Gfap Fw: CCCTGGCTCGTGTGGATTT
Rv: CATTTGCCGCTCTAGGGACTC
16 Fw: GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA

Rv: CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
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Fw: CGTACCCCGATTCAGGTGAT

Inkda Rv: TTGAGCAGAAGAGCTGCTACGT
— Fw: CACCATGGACCCGGGCGTGGCTGCCAGAAA

Rv: TTAGGCTGTTCTTTTCCGGGGCCACGA

Nanog Fw: AGGGTCTGCTACTGAGATGCTCTG
Rv: CAACCACTGGTTTTTCTGCCACCG

N5 Fw: TTACCCGGGAGCCTACGGTG
Rv: GCTTTCCGTCGCCGCCGTGCGC

NrSa2 Fw: TCATGCTGCCCAAAGTGGAGA

Rv: TGGTTTTGGACAGTTCGCTT

Fw: TCTTTCCACCAGGCCCCCGGCTC
Rv: TGCGGGCGGACATGGGGAGATCC

Fw: GTTGGAGAAGGTGGAACCAA
Rv: CCAAGGTGATCCTCTTCTGC

Fw: TAGAGCTAGACTCCGGGCGATGA
Rv: TTGCCTTAAACAAGACCACGAAA

Fw: GGTTACCTCTTCCTCCCACTCCAG

Oct4 enddgeno

Oct4 total

Sox2 enddgeno

Soxztotal ol 1 ACATGTGCGACAGGGGCA
oot Fw: GGCGCTGTCCTAGTAGCGTA
Rv: AGCCCTGGATCTTTCCTCAC
hy Fw: CGCTCTCCTGCTAACAGTCTT

Rv: CAGGCTGAACTCGTACTGGA

Tabla 3. Secuencias Forward (Fw) y Reverse (Rv) de los oligonucleétidos
empleados en qRT-PCR

11. ANALISIS DE LA EXPRESION PROTEICA
11.1. Extraccion de proteinas

Para la extraccion proteica a partir de células en cultivo, las
células se tripsinizaron y centrifugaron a 900 rpm durante 5 minutos.
El pellet celular, tras un lavado con PBS, se resuspendié en buffer
RIPA (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 0,1% SDS, 1% Triton
X-100, 5 mM EDTA ph 8.0, 1% Deoxicolato de sodio) con
inhibidores: ImM Ortovanadato soédico, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 4
mM NaF y 1x del coctel de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich).
Tras 20 minutos de incubacion en hielo, se completo la lisis en un
bafio sonicador durante 5 minutos o mediante lisis mecéanica haciendo
pasar el lisado a través de una jeringa de 29G. Las muestras se
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centrifugaron a 14.000 rpm a 4°C durante 15 minutos y el
sobrenadante proteico se transfirié a un tubo nuevo.

11.2. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de los extractos proteicos se realizé mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976) empleando el kit comercial DC
Protein Assay (BIO-RAD) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para el calibrado se empled una recta patrén con
concentraciones conocidas de BSA (Bovine serum albumin, Sigma-
Aldrich). La absorbancia a 750 nm se midi6 en un espectrofotometro
para microplacas Epoch2 (BioTech).

11.3. Western blot

El andlisis de la expresion proteica se realizd mediante Western
blot (WB). Para la electroforesis se prepararon 30 pg de proteina con
tampon de carga (Laemmli Buffer 2x): 4% SDS, 20% glicerol, 10% 2-
mercaptoetanol, 0,004% azul de bromofenol y 125 mM Tris-HC1 pH
6.8. Las muestras se desnaturalizaron hirviéndolas a 95°C durante 5
minutos en un thermoblock (Thermomixer Compact, Eppendorf).

La electroforesis de los extractos proteicos se realizo en geles de
poliacrilamida (solucion 30%, Acrilamida/Bis 29:1, BIO-RAD) al
12%: 12% acrilamida/bisacrilamida, 372 mM Tris-HCI pH 8.8, 0,1%
APS, 0,08% TEMED. Se emplearon también geles comerciales de
electroforesis en gradiente 4-12% (NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris
Protein Gels, ThermoFisher). El marcador de peso molecular
empleado fue PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
(ThermoScientific).

Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF de 0,45
um (Millipore) mediante transferencia hiimeda. La membrana se
bloqued con leche al 5% w/v en TTBS (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150
mM NaCl, 0,05% Tween-20) durante 1 hora a RT.

La incubacion con los anticuerpos primarios correspondientes
(tabla 4) se realizé ON (overnight) a 4°C. Los anticuerpos secundarios
conjugados a la encima HRP (Horseradish Peroxidase) (tabla 5) se
incubaron a RT durante 1 hora. La inmunodeteccion se realizod
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empleando un sistema de quimioluminiscencia basado en ECL
(Enhanced chemioluminiscence), exposicion a  pelicula
autorradiografica y revelado fotografico.

Anticuerpo Casa comercial Referencia Huésped Dilucion
P-Erk Cell signaling 4370 Conejo 1:2000
Erk Cell signaling 4695 Conejo 1:2000
PAN-Ras (Ab-3)(RAS10) Merck Millipore OP40 Raton 1:200
Tubulina Sigma-Aldrich T6199 Raton 1:1000
p53 (1C12) Cell signaling 2524 Raton 1:1000
HRas BD Biosciences 610001 Raton 1:2000
Actina MP Biomedicals 0869100 Raton 1:5000

Tabla 4. Anticuerpos primarios empleados en Western blot

Anticuerpo Casa comercial Referencia Dilucion
HRP-Anti conejo Santa Cruz Sc-2004 1:5000
HRP-Anti raton Santa Cruz Sc-2005 1:2000

Tabla 5. Anticuerpos secundarios conjugados a HRP empleados en Western blot
12. PUuLL-DOWN RAS-GTP

Los niveles de activacion de Ras en las células se determinaron
mediante pull-down con la proteina RalGDS-RBD fusionada a GST.
Esta proteina presenta un dominio de union a Ras (RBD, Ras Binding
Domain) de la proteina RalGDS, que tiene una alta afinidad por la
forma activa de Ras (Ras-GTP). Esta proteina estd fusionada a la
Glutation-S-Transferasa (GST) para poder acoplarla a una matriz de
Glutation-Sefarosa y realizar el pull-down (Franke et al., 1997).

12.1. Preparacion del sistema de sefarosa con la proteina
RalGDS-RBD fusionada a GST

La proteina de fusion RalGDS-RBD fusionada a GST se obtuvo
mediante la transformacidon de las bacterias competentes de la cepa
BL21 con el plasmido pGEX-RalGDS-RBD cedido por el laboratorio
del Dr. Xosé¢ Bustelo. El cultivo bacteriano se trata con IPTG
(Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) 0,5 mM para inducir la
expresion proteica y se incuba durante 4 horas a 37°C en agitacion.
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Tras la incubacion, se centrifuga durante 20 minutos a 8.000 rpm. El
pellet bacteriano se resuspende en el buffer PBST: 2 mM EDTA, 0,1%
B-mercaptoetanol, 0,2 mM PMSF en PBS y se lisa mediante
sonicacion.

El lisado se centrifuga a 15.000 rpm y 4°C durante 30 minutos y
se recoge el sobrenadante que contiene la proteina de fusion. Esta
proteina se uni6 a la matriz de Glutation-Sefarosa mediante la
incubacion a 4°C durante 2 horas en un agitador rotatorio.

12.2. Pull-down a partir de extractos proteicos

Los extractos proteicos se recogieron en buffer MLB (25 mM
Hepes pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% IgePal, 2% glicerol, 1 mM EDTA y
10 mM MgCl,) con inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich). Tras la
extraccion de proteinas mediante lisis mecéanica con jeringa de 29G, se
cuantificé la cantidad de proteina mediante el método de Bradford.

Se incubaron 300 pg de proteina a una concentracion de 1 pg/pL
con 10 pL del sistema RalGDS-RBD fusionada a GST unida a la
matriz de Glutation-Sefarosa. La incubacion se realiz6 en un agitador
rotatorio a 4°C durante 2 horas. Tras la incubacion se realizaron cuatro
lavados con 500 pL de buffer MLB sin inhibidores. Tras cada lavado
se llevo a cabo la centrifugacion durante 1 minuto a 1.000 rpm para
que precipiten las bolas de la matriz. Tras el ultimo lavado, se dej6 un
volumen de 10 pL de buffer al que se le afiade buffer de carga
Laemmli a una concentracion final 1x. Las muestras se hirvieron
durante 5 minutos a 95°C y se cargaron en un gel de poliacrilamida
para su analisis por Western blot (apartado 11.3).

13. ENSAYO DE FORMACION DE COLONIAS

Para el ensayo de formacion de colonias de transformacion, se
sembraron los distintos tipos celulares a baja densidad (5 x 10* células
por placa 100 mm) y se mantuvieron en cultivo durante 2 semanas
renovando el medio, y la doxiciclina en la condicioén correspondiente,
cada dos dias.

Una vez formadas las colonias, las células se lavaron con PBS y
se fijaron con metanol frio durante 10 minutos. A continuacion, se
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incubaron con cristal violeta (Sigma-Aldrich) al 0,5% en agua
destilada durante 15 minutos a RT. Se retir6 la solucién de tincion y se
lavaron las células con agua destilada. Las placas se dejaron secar y se
escanearon en el escaner fotografico Epson Perfection V550 Photo
(Epson). Para la cuantificacion del nimero de colonias positivas se
empled el software libre ImageJ.

14. TRATAMIENTO CON MEDIOS CONDICIONADOS

Los tratamientos con medios condicionados se realizaron con
medios condicionados durante 24 horas por las células expresando
Ras oncogénico. Tras las 24 horas en contacto con las células, los
medios se recogieron y centrifugaron a 900 rpm durante 5 minutos
para eliminar posibles células en suspension. Tras la centrifugacion se
emplearon directamente sobre las células diana. En el caso de la
reprogramacion de MEFs i4F se les afiadi6 doxiciclina a 1 pg/mL.

15. COCULTIVO

Los experimentos de cocultivo en reprogramacion se realizaron
mezclado los dos tipos celulares en proporcion 1:1. Se sembraron
4x10° células, en total, por pocillo de placa de 6 pocillos.

Para el cocultivo en franswell (Falcon) se sembraron 3 x 10*
células (células diana) en el fondo del pocillo de una placa de 12
pocillos. A continuacion, se sembraron 2,5 x 10* células en la parte
superior del franswell que se colocod en el pocillo anterior. A los
tiempos indicados, se retir6 el transwell y se recogieron las células del
fondo del pocillo para su analisis mediante qRT-PCR.

16. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA ASOCIADA A
SENESCENCIA (SA- B-GAL)

16.1. Ensayo con sustrato quimioluminiscente, Galactéon.

La determinacion de la actividad SA-B-Gal en células en cultivo
se realizo a partir de extractos proteicos, mediante el empleo del
sustrato quimioluminiscente, Galacton, empleando el kit Galacto-
LightPlus™ p-Galactosidase Reporter Gene Assay System (Applied
Biosystems) incluyendo alguna modificacion en el protocolo
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proporcionado por el fabricante. Se ensayo la actividad enzimatica a
pH 5.5, lo que permite la deteccion de la actividad SA-B-Gal.

Se recogieron extractos proteicos a distintos tiempos durante el
proceso de reprogramacion. En cada uno de los puntos de recogida se
realizd el contaje del nimero de células con la camara de Neubauer
para relativizar los valores obtenidos.

Las células se lisaron mediante incubacion en hielo con el buffer
Tropix Lysis Solution e incubacion durante 5 minutos en un bafio
sonicador. Las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm y 4°C durante
15 minutos y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo.

El ensayo con Galacton se realizé en placas blancas de 96 pocillos
(Corning). En cada reaccion se emplearon 5 pL del extracto proteico y
70uL del buffer de reaccion (dilucion 1:100 de Tropix Galacton-Plus
en buffer 4cido citrico/fosfato sédico 200mM a pH 5.5). Tras una
incubacion de 30 minutos en oscuridad a RT, se afaden 100 pL de
acelerador (Tropix Accelerator II) y se mide, inmediatamente, la
luminiscencia en un lumindmetro Mithras LB940 (Berthold
Technologies) tras 1-2 segundos de retraso durante 1 segundo/pocillo.
Cada muestra se analizo por triplicado y los resultados, en unidades
arbitrarias, se normalizaron frente al nimero de células del que
procede el extracto proteico.

16.2. Ensayo con sustrato cromogénico, X-Gal.

La determinacion de la actividad SA-B-Gal en tejidos se realizd
mediante el empleo del sustrato cromogénico X-gal seglin el protocolo
previamente descrito (Dimri et al., 1995). Los tejidos fueron tefiidos
enteros (whole mount) y luego procesados para el analisis histologico.

El tejido fresco se lavd con PBS y se fij6 con 2%
formaldehido/0,2% glutaldehido durante 20 minutos a RT en
agitacion. Una vez fijado se realizaron 3 lavados de 5 minutos con
PBS y se incub6 durante 6 horas a 37°C (sin CO,) con la solucion de
tincion: 1 mg/mL de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl p-D-galactoside (X-
Gal) (Fisher), 40 mM 4cido citrico/fosfato sédico pH 5.5, 5 mM
K;3Fe[CN]g, 5 mM K4Fe[CN]g, 150 mM NaCl y 2 mM MgCl,. Tras la
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tincion, el tejido se lavd y se procesd para su inclusion en parafina
(apartado 17).

17. ANALISIS HISTOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO

El andlisis histologico e inmunohistoquimico de los tejidos
incluidos en parafina fue llevado a cabo por el Servicio de Anatomia
Patologica del CHUS y el Servicio de Histopatologia del CNIO.

17.1. Procesado de tejidos

Los tejidos analizados histologicamente en este trabajo fueron
fijados en formalina (Panreac AppliChem) durante 24 horas y
posteriormente deshidratados e incluidos en parafina (Millipore) en el
procesador de tejidos Leica ASP6025 o manualmente en el caso de
tejidos tefiidos para SA-B-Gal.

El procesado automatizado lleva a cabo la deshidratacion
mediante el paso por alcoholes de gradacion creciente, de 50° a 100°,
el paso por xilol y la inclusion en parafina. En el caso de tejidos
tenidos para SA-B-Gal, la inclusion se realiza manualmente
prescindiendo de los pasos con xilol, que es substituido por
isopropanol.

Los tejidos incluidos en parafina fueron cortados en un
microtomo de rotacion Leica RM2255 en secciones de 3 um. Para las
distintas tinciones las secciones se desparafinaron en xilol y se
rehidrataron mediante el paso por alcoholes de gradacion decreciente
hasta llegar al agua.

17.2. Tincion hematoxilina-eosina (H&E)

El analisis histologico se realizé mediante la tincion H&E. Tras la
rehidratacion las secciones se tifieron con hematoxilina (Panreac
AppliChem) y Eosina (Millipore).

17.3. Inmunohistoquimica de secciones de tejido incluidas en
parafina

La inmunohistoquimica con los distintos anticuerpos se realizo de
manera automatizada con los equipos Autostainer Link48 (Dako,
Agilent) o Ventana Discovery XT (Roche). Tras la rehidratacion de las
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secciones, se realizo el desenmascaramiento antigénico a pH alto para
los anticuerpos Ckael/ae3, Desmina y Gfap o a pH bajo para los
anticuerpos Nanog y Oct4. La inhibicion de de la peroxidasa
endogena se realizé con peroxido de hidrogeno al 3%. Las secciones
se incubaron con los distintos anticuerpos primarios a las diluciones
indicadas (tabla 6). Tras el anticuerpo primario, las secciones se
incubaron con los sistemas de visualizacion EnVision Duo FLEX
(Dako, Agilent) o Omni Map anti-Rabbit (Ventana Roche) conjugados
a HRP. La reaccién inmunohistoquimica se realizd6 con DAB (3, 30-
diaminobenzidine  tetrahydrochloride) 'y los nucleos fueron
contratenidos con hematoxilina. Finalmente, las secciones fueron
deshidratadas y montadas con medio de montaje permanente para su
evaluacion microscopica.

Anticuerpo Clon Casa comercial Referencia Diluciéon
Citoqueratina  AE1/AE3 Dako, Agilent IR053 Listo para usar
Desmina D33 Dako, Agilent IR606 Listo para usar
Gfap Dako, Agilent IR524 Listo para usar
Nanog D2A3 Cell Signaling 8822 1:100

Oct4 Abcam Ab19857 1:500

Tabla 6. Anticuerpos primarios empleados en inmunohistoquimica
18. MICROSCOPiA

El microscopio empleado para la obtencion de fotografias de
células en cultivo o de secciones de tejidos ha sido el microscopio
AxioVert.Al Microscope (Zeiss) y el software Zen Blue edition
(Zeiss).

El escaneado de secciones de tejido completas se realizd con el
escaner de portaobjetos AxioScan ZI1 (Zeiss) y las imagenes se
obtuvieron con el software Zen Blue edition (Zeiss).

19. ANALISIS ESTADISTICO

La significacion estadistica de los datos obtenidos se analizd
mediante el test ¢ de Student de dos colas o el test exacto de Fisher:
ek p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05; n.s. no significativo.
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1. EFECTO DE LA EXPRESION DE ONCOGENES ACTIVOS EN LA
REPROGRAMACION CELULAR

Teniendo en cuenta las similitudes entre los procesos de
reprogramacion celular y transformacion oncogénica, nos planteamos
estudiar el efecto de la expresion de oncogenes activos sobre el
proceso de reprogramacion.

1.1. Efecto de la activacion oncogénica sobre la
reprogramacion in vitro

Basandonos en el hecho de que las barreras para el desarrollo
tumoral, como los supresores tumorales y la senescencia, actian
también oponiéndose a la reprogramacion celular, quisimos analizar el
efecto de los oncogenes, imprescindibles para la transformacion
oncogeénica, en la generacion de iPSC.

1.1.1. Ras oncogénico aumenta la eficiencia de
reprogramacion

Para estudiar el efecto de la expresion de oncogenes activos sobre
el proceso de reprogramacion celular decidimos emplear el oncogén
Ras. Seleccionamos este oncogén debido a su relevancia en el campo
del céncer, ya que se trata del primer oncogén descrito y uno de los
mas frecuentemente mutados en multiples tumores. En concreto
empleamos el mutante oncogénico HrasG12V (HrasV12) que presenta
la sustitucion de una glicina (G) por una valina (V) en posicion 12, lo
que provoca que se mantenga activo de forma constitutiva, sin
posibilidad de ser desactivado (Cox and Der, 2010).

Expresamos el mutante oncogénico, HrasV12, mediante
transduccion retroviral junto con los factores de reprogramacion,
Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc (OSKM) en MEFs wild type (wt). Como
control empleamos la combinacion de los cuatro factores de
reprogramacion junto con el mismo vector retroviral expresando GFP
(Green Fluorescence Protein). Observamos que la introduccion de
HrasV12 como cofactor en el coctel de reprogramacion produce un
aumento en la eficiencia del proceso comparada con el control que
expresa GFP, cuantificada como el niumero de colonias de células
madre de pluripotencia inducida (iPSCs, induced pluripotent stem
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cells) positivas para la tinciéon fosfatasa alcalina (AP, alkaline
phosphatase) (Figura 1A).

Quisimos comprobar si este efecto se producia también
empleando un sistema alternativo de reprogramacion in vitro. Para
ello empleamos MEFs derivados del raton transgénico reprogramable
(14F-MEFs) (Abad et al., 2013). En este caso la transduccion con
HrasV12 o con el control GFP se realizO previamente a la
administraciéon de doxiciclina, el andlogo de tetraciclina que
emplearemos como inductor para desencadenar la expresion del casete
transgénico OSKM. De nuevo, observamos como la expresion de

HrasV12 provoca un aumento en la eficiencia del proceso (Figura
1B).
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Figura 1. Efecto de Ras oncogénico sobre la eficiencia de reprogramacion
celular. (A) Tincion AP de MEFs wt con los factores OSKM combinados con GFP
(arriba) o con HrasV12 (abajo) y cuantificacion de la eficiencia de reprogramacion
relativa al control con GFP (derecha). (B) Tincion AP de MEFs i4F que
sobreexpresan GFP (arriba) o HrasV12 (abajo) y cuantificacion de la eficiencia de
reprogramacion relativa al control con GFP (derecha). La significacion estadistica
se analizd mediante el test t de student de dos colas: ***p<0,001; **p<0,01;
*p<0,05; n.s. no significativo.

Para caracterizar la pluripotencia de las células resultantes hemos
picado y expandido, en condiciones de cultivo adecuadas para el
crecimiento de células madre, colonias individuales derivadas de la

reprogramacion de MEFs wt con los factores OSKM retrovirales
combinados con HrasV12 o de la reprogramacién control con GFP.
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Analizamos tres clones de cada una de las condiciones (GFP2, GFP16,
GFP20 y RASS, RAS17, RAS19).

Cuantificamos primero los niveles de mRNA de los genes de
pluripotencia endogenos Oct4, Sox2 y Nanog mediante qRT-PCR
como criterio de pluripotencialidad de nuestros clones. Como control
positivo empleamos mRNA de células madre embrionarias (ES,
Embryonic Stem) (Figura 2A). No encontramos diferencias en los
niveles de expresion de los genes de pluripotencia ensayados entre los
clones GFP y los clones con HrasV12, siendo todos ellos positivos
para los marcadores analizados y mostrando niveles de expresion
similares a los detectados en las ES.
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Figura 2. Caracterizacion de las iPSCs con HrasV12. (A) Analisis mediante qRT-PCR
de los niveles de expresion de mRNA de los genes de pluripotencia endégenos Oct4,
Sox2 y Nanog en tres clones de iPSCs con GFP (GFP2, GFP16, GFP20) y tres clones
con HrasV12 (RAS8, RAS17, RAS19). Los valores estan relativizados frente a los
niveles de expresion obtenidos en células ES, empleadas como control positivo. (B)
Analisis por gRT-PCR de los niveles de expresion de mRNA de los genes de
diferenciacion especificos de las tres capas embrionarias: endodermo (Gata4,
Gata6), mesodermo (Nkx2.5, Brachyury), ectodermo (Gfap, DI(x3); en los cuerpos
embrioides derivados de los clones con GFP o HrasV12. Los valores estan
relativizados frente a los niveles de expresion obtenidos en las células ES,
empleadas como control negativo.
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A continuacion, testamos la capacidad de diferenciacion de estas
iPSCs in vitro mediante un protocolo de formacién de cuerpos
embrioides (EBs, Embryoid Bodies), que consiste en inducir la
formacion de agregados celulares mediante la técnica de hanging drop
o gota colgante. Al mantener estos agregados en condiciones de
cultivo no adherentes y en presencia de suero fetal bovino (FBS, Fetal
Bovine Serum) favorecemos la diferenciacion espontdnea a tejidos
derivados de las tres capas embrionarias (endo-, meso- y ectodermo).
Tras observar signos de esta diferenciacion en cultivo, como es la
aparicion de actividad contractil resultado de la diferenciacion a
cardiomiocitos, analizamos mediante qRT-PCR los niveles de
expresion de mRNA de marcadores de diferenciacion de las tres capas
embrionarias: endodermo (Gata4, Gata6), mesodermo (Nkx2.5,
Brachyury) y ectodermo (Gfap, Dix3) (Figura 2B). Todos los clones
analizados expresan a niveles similares los marcadores mencionados,
lo que indica una correcta diferenciacion.

Por ultimo, testamos la capacidad de estos clones de iPSCs de
diferenciarse in vivo. Para ello inyectamos estas células en el rifion de
ratones de la cepa C57BL/6, la misma de la que procedian los MEFs
parentales para evitar el rechazo de la respuesta inmune, y observamos
la aparicion de teratomas, tumores benignos con representacion de
estructuras derivadas de las tres capas embrionarias (Cao et al., 2007),
que analizamos histologicamente mediante la tincidbn con
hematoxilina eosina (H&E) (Figura 3A) y el andlisis
inmunohistoquimico con marcadores especificos de las tres capas
embrionarias: endodermo (Ckael/ae3), mesodermo (Desmina) y
ectodermo (Gfap) (Figura 3B).

Estos resultados indican que la expresion de HrasV12 durante la
reprogramacion provoca un aumento de la eficiencia del proceso
dando lugar a verdaderas iPSC.

Dado que la familia de proteinas Ras estad compuesta por distintos
miembros, quisimos comprobar si este efecto estaba restringido a Hras
o si la expresion de los demas miembros de la familia tenia el mismo
efecto sobre la eficiencia de reprogramacion. Ademas, las proteinas
Ras wt alternan entre sus dos posibles conformaciones, activa o

88



RESULTADOS

inactiva, mientras que el mutante oncogénico G12V permanece activo
de forma constitutiva, por lo que quisimos comprobar si el efecto
sobre reprogramacion se daba en ambas situaciones o era derivado de
la actividad oncogénica.
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Figura 3. Analisis histologico de los teratomas derivados de las iPSC con
HrasV12. (A) Imagenes representativas de secciones tefidas para hematoxilina
eosina (H&E) de los teratomas derivados de la inyeccion en rifidn de los clones con
GFP o HrasV12. Se muestran estructuras derivadas de las tres capas embrionarias:
endodermo, mesodermo y ectodermo. (B) Imagenes representativas de secciones
tefiidas para marcadores de las tres capas embrionarias: endodermo (Ckae1/ae3),
mesodermo (Desmina) y ectodermo (Gfap); de los teratomas derivados de la
inyeccion en rindn de los clones con GFP o HrasV12.

Expresamos los distintos miembros de la familia Ras: Hras, Kras
y Nras en sus formas wt o mutante oncogénico (G12V) en i4F-MEFs
que a continuaciéon sometimos a un proceso de reprogramacion
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celular. En el caso de Hras observamos que tanto la version wt como
el mutante G12V provocan un aumento en la eficiencia de
reprogramacion respecto al control con GFP. Sin embargo, entre
ambas formas no parecen existir diferencias. En el caso de Kras y
Nras, el aumento de eficiencia se produce exclusivamente en el
mutante oncogénicamente activo (Figura 4). El aumento producido
por NrasV12 es mucho mas pronunciado, por ello, en algunos de los
siguientes experimentos se empleara esta forma.
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Figura 4. Efecto de los distintos miembros de la familia Ras sobre la eficiencia
de reprogramacion. Cuantificacion de la eficiencia de reprogramacion relativa al
control con GFP de MEFs i4F que sobreexpresan Hras, Kras o Nras en su forma wt o
mutante oncogénico G12V (V12) activo. La significacion estadistica se analizo
mediante el test t de student de dos colas: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; n.s. no
significativo.

Estos resultados indican que la sobreexpresion de Ras oncogénico
durante el proceso de reprogramacion produce un aumento de la
eficiencia del proceso, sin afectar a la calidad de las iPSC resultantes.
Este efecto ocurre con distintos miembros de la familia Ras y estd

asociado con la forma mutante activa oncogénicamente.

1.1.2. La via MAPK/ERK es la responsable del efecto de
Ras sobre reprogramacion

Las proteinas de la familia Ras pueden activar numerosas vias de
sefnalizacion implicadas en distintos procesos biologicos dentro de la
célula. Para profundizar en el estudio del efecto de Ras sobre el
proceso de reprogramacion celular quisimos diseccionar las vias por
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debajo de Ras y determinar cual es la responsable del efecto
observado.

Empleamos distintas estrategias experimentales para abordar esta
cuestion, como son el uso de pldsmidos mutantes y el uso de
inhibidores quimicos.

El primer paso ha sido el uso de plasmidos de HrasV12 con
mutaciones puntuales especificas que provocan la activacion
preferente de una de las vias por debajo de Ras y no de las otras. Estos
mutantes son: HrasV12C40, que activa la via de PI3K; HrasV12G37,
que activa la via Ral-GDS; y HrasVI12E38 que activa la via
MAPK/ERK (Rodriguez-Viciana et al., 1997).
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Figura 5. Diseccion de las vias por debajo de Ras: Plasmidos mutantes. (A)
Cuantificacion de la eficiencia de reprogramacion relativa al control con GFP de
MEFs i4F que sobreexpresan HrasV12 o los distintos mutantes que activan
especificamente cada una de las vias por debajo de Ras: HrasV12C40, via PI3K;
HrasV12G37, via RalGDS; y HrasV12E38, via MAPK/ERK. (B) Analisis por Western
blot de los niveles proteicos de Ras (PAN-Ras), P-Erk y Erk en MEFs i4F que
sobreexpresan cada uno de los plasmidos de Ras: Hras wt, HrasV12 o los distintos
mutantes. Se incluyen MEFs que sobreexpresan GFP como control y tubulina como
control de carga. La significacion estadistica se analizd mediante el test t de
student de dos colas: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; n.s. no significativo.

Llevamos a cabo la reprogramacion de i4F-MEFs en los que
sobreexpresamos mediante transduccidn retroviral cada uno de estos
plasmidos. Observamos como los mutantes G37 y C40 no tienen
efecto sobre la eficiencia de reprogramacion si los comparamos con el
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control con GFP. Sin embargo, cuando se trata del mutante E38, se
produce un aumento de eficiencia incluso mayor que con HrasV12
(Figura 5A).

Recogimos extractos proteicos de los i4F-MEFs que expresan las
distintas formas mutantes de Hras y los analizamos mediante Western
blot para estudiar la sobreexpresion de Ras y la activacion de la via
MAPK/ERK, medida como los niveles de Erk fosforilado (P-Erk)
respecto a los niveles totales de Erk (Figura 5B). Las células
transducidas con HrasV12E38 muestran los niveles mas altos de P-
Erk, indicativos de una mayor activacion de la via MAPK/ERK, como
cabia esperar.

Para confirmar que la via MAPK/ERK es la responsable del
efecto de HrasV12 sobre reprogramacion nos planteamos modularla.

Sobreexpresamos Braf, uno de los 3 miembros de la familia Raf,
el efector inmediatamente por debajo de Ras en la via de MAPK/ERK.
Al igual que con Ras, escogimos un mutante oncogénico, el
BrafV600E que presenta la sustitucion de una valina (V) por acido
glutdmico (E) en la posicion 600, lo que conlleva su activacion de
manera constitutiva (Davies et al., 2002). Al expresarlo en i4F-MEFs
obtuvimos un aumento en la eficiencia de reprogramacion, incluso
mayor que con la expresion de NrasV12 (Figura 6A).

Del mismo modo que activamos la via MAPK/ERK vy
conseguimos ver un efecto sobre la eficiencia de reprogramacion,
probamos qué ocurre cuando inhibimos esta via. Para ello empleamos
un inhibidor selectivo de MEK (Meki, PD0325901), que se une de
forma irreversible al dominio de union de ATP y previene asi la
fosforilacion de la proteina diana (Barrett et al., 2008).

Sobreexpresamos NrasV12 en i4F-MEFs y lo combinamos con el
tratamiento a distintos tiempos con el inhibidor de Mek para evaluar la
contribucion temporal de la sobreexpresion de Ras al aumento de
eficiencia de reprogramacion. El tratamiento con Meki durante los
dias 0 a 3 del proceso de reprogramaciéon provoca una disminucioén
drastica de la eficiencia, llegando a bloquear por completo la
generacion de colonias de iPSC. Sin embargo, cuando el tratamiento
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se lleva a cabo durante los ultimos dias de la reprogramacion, dias 10
a 13, el efecto es mucho menor y la eficiencia del proceso se mantiene
en torno a los mismos valores que en el control no tratado (NT)
(Figura 6B).
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Figura 6. Diseccion de las vias por debajo de Ras: Sobreexpresion de BrafV600E
e inhibicion de la via MAPK/ERK. (A) Cuantificacion de la eficiencia de
reprogramacion relativa al control con GFP de MEFs i4F que sobreexpresan NrasV12
o el efector justo a continuacion de Ras en la via MAPK/ERK, BrafV600E. (B)
Cuantificacion de la eficiencia de reprogramacion, relativa al control con GFP, de
MEFs i4F que sobreexpresan NrasV12 y que fueron tratados con Meki a distintos
tiempos: tiempo inicial (TO-T3), tiempo final (T10-T13) o no tratados (NT). La
significacion estadistica se analizo mediante el test t de student de dos colas:
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; n.s. no significativo.

Estos resultados indican que la via activada por Ras con
implicaciones en la eficiencia de reprogramacion celular es la via
MAPK/ERK y que modulandola conseguimos alterar la eficiencia del

proceso.

1.1.3. Activacion de la via endogena de Ras durante la
reprogramacion celular

Tras observar que la sobreexpresion de Ras oncogénico provoca
un aumento de la eficiencia de reprogramacion, quisimos estudiar qué
ocurre de forma enddgena en una reprogramacion “estandar”. Para
ello llevamos a cabo una reprogramacion de MEFs wt con los factores
OSKM retrovirales y, a lo largo del proceso, recogimos extractos
proteicos a diario desde el dia 0 al dia 10.
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Realizamos un protocolo de precipitacion “pull-down” con la
proteina RalGDS-RBD fusionada a GST (Franke et al., 1997). Este
sistema atrapa el Ras que se encuentre unido a GTP, y por lo tanto en
estado activo, presente en el extracto proteico, lo que nos permite
detectar mediante Western blot los niveles de activacion de Ras.

El andlisis por Western blot de las muestras procesadas revelo un
incremento en los niveles de Ras activo durante los tres primeros dias

del proceso y el descenso de los niveles de activacion en los siguientes
dias (Figura 7A).
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Figura 7. Activacion de Ras endogeno durante una reprogramaciéon “estandar”.
(A) Pull-down con la proteina RalGDS-RBD fusionada a GST para determinar los
niveles de Ras activo presente en los extractos proteicos durante reprogramacion
de MEFs wt con OSKM a distintos tiempos (T1-T10). Como control se cargo el input
correspondiente a cada punto temporal (I T1- | T10). La deteccion se realizo
mediante Western blot empleando un anticuerpo frente a PAN-Ras. Como control
se realizé un pull-down en paralelo de MEFs wt que sobreexpresan HrasV12 o GFP.
(B) Western blot de los extractos recogidos durante la reprogramacion y de los
MEFs wt que sobreexpresan HrasV12 o GFP como control. Se analizaron los niveles
de P-Erk y Erk total, y de tubulina como control de carga.

Determinamos también la activacion de la via MAPK/ERK
durante la reprogramacion mediante el analisis por Western blot de los
niveles de P-Erk respecto al Erk total (Figura 7B). Observamos un
répido incremento de los niveles de P-Erk en el primer dia del proceso
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(T1). Estos niveles se mantienen elevados hasta el dia seis, momento a
partir del cual disminuyen.

Tras observar que durante la reprogramacién se produce la
activacion de Ras endogeno y de la via MAPK/ERK, nos planteamos
estudiar el efecto del uso de Meki, el inhibidor empleado
anteriormente, sobre una reprogramacion sin sobreexpresion de Ras.
Introducimos los factores de reprogramacion OSKM mediante
vectores retrovirales en MEFs wt y tratamos este cultivo con el
inhibidor durante 3 dias, al inicio o al final del proceso, de manera
andloga a como lo realizamos con anterioridad. Observamos que el
nimero de colonias de iPSCs obtenidas disminuye drasticamente
cuando el tratamiento se administra durante los dias iniciales y, sin
embargo, cuando se trata en la etapa final del proceso el efecto es
mucho mas moderado (Figura 8).
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Figura 8. Inhibicion de la via MAPK/ERK durante una reprogramacion
“estandar”. Cuantificacion del nimero de colonias positivas para la tincion AP en
MEFs wt con OSKM retroviral y tratados con Meki a distintos tiempos: tiempo inicial
(TO-T3), tiempo final (T10-T13) o no tratados (NT). La significacion estadistica se
analizdé mediante el test t de student de dos colas: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05;
n.s. no significativo.

Estos resultados indican que la activacion de Ras y de la via
MAPK/ERK se produce de manera endogena en las células durante el
inicio del proceso de reprogramacion y parece esencial para la
obtencion de iPSC.
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1.1.4. Senescencia durante la reprogramacion con Ras

Teniendo en cuenta que la expresion de HrasV12 sobre células
primarias lleva a la entrada en senescencia inducida por oncogén (OIS,
Oncogene-Induced Senescence) (Serrano et al., 1997) y que la
senescencia celular constituye una barrera para la obtencion de células
iPS (Banito et al., 2009), decidimos analizar la expresion de genes
relacionados con la senescencia a lo largo del proceso de
reprogramacion con sobreexpresion de HrasV12.

Analizamos los niveles de expresion de los inhibidores del ciclo
celular Cdknla y Ink4a, que actian como barrera para la obtencion de
iPSC (Banito et al., 2009; Kawamura et al., 2009; Li et al., 2009;
Utikal et al., 2009a), asi como de la citoquina //6, un componente del
fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP, Senescence-
Associated Secretory Phenotype) con efectos descritos favoreciendo la
reprogramacion celular (Brady et al.,, 2013; Mosteiro et al., 2016)
(Figura 9A). Tanto Cdknla como Ink4a muestran un patron similar
en la reprogramacion con HrasV12, con un pico de expresion en el dia
3 del proceso seguido de una bajada posterior. En el caso de Ink4a el
incremento en los niveles de expresion en los primeros dias se
produce también en la reprogramacion control con GFP, aunque a
menor escala. En cuanto a /6 los niveles de expresion son mayores en
la reprogramacion con HrasV12, produciéndose un aumento paulatino
hasta el dia 7, momento en el que se alcanza el nivel mas alto y a
partir del cual comienzan a descender.

Quisimos profundizar en el estudio de la senescencia celular
durante reprogramacion y para ello estudiamos la actividad enzimatica
B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-Gal, Senescence
Associated [-galactosidase) mediante el empleo de un sustrato
quimioluminiscente, galacton, durante los siete primeros dias del
proceso (Figura 9B). Solo encontramos diferencias entre las células
con HrasV12 y las células con GFP en el primer punto analizado (dia
1), siendo los valores obtenidos para HrasV12 inferiores. Este
resultado concuerda con una mayor proliferacion de estas células,
determinada mediante el contaje manual con camara de Neubauer del
nimero total de células en una y otra condicion (Figura 9C). Durante
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la reprogramacion con HrasV12 se produce una hiperproliferacion al
inicio, mientras que el nimero de células a tiempo final, tras doce dias
en cultivo, se iguala con el nimero de células de la condicién control
con GFP.
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Figura 9. Senescencia durante el proceso de reprogramacion con
sobreexpresion de Ras oncogénico. (A) Analisis por qRT-PCR de la expresion de
mRNA de los inhibidores del ciclo celular Cdknia e Ink4a y de la citoquina
componente del SASP, Il6. Los niveles se determinaron cada 48 horas a lo largo de
todo el proceso de reprogramacion de MEFs wt con OSKM y sobreexpresion de
HrasV12 o GFP como control. Los valores se relativizaron frente al nivel de
expresion de las células con GFP a dia 1. (B) Analisis de la actividad SA-B-Gal,
mediante el uso de Galacton, durante la reprogramacion de MEFs wt con OSKM
combinado con HrasV12 o GFP. Como control negativo empleamos MEFs wt en pase
temprano y como control positivo MEFs wt en pase tardio (senescencia por pases
seriados). Los valores de la actividad SA-B-Gal expresados en unidades arbitrarias
(u.a.) son relativos al numero de células. (C) Proliferacion durante la
reprogramacion de MEFs wt con los factores OSKM combinados con GFP o HrasV12,
cuantificada como nUmero total de células cada 48 horas. La significacion
estadistica se analizd mediante el test t de student de dos colas: ***p<0,001;
**p<0,01; *p<0,05; n.s. no significativo.

Por tanto, a pesar de que el andlisis de la expresion génica revela
que en la reprogramacion con HrasV12 existen niveles superiores de
genes relacionados con senescencia, las células muestran una mayor
proliferacion inicial y una menor o igual entrada en senescencia a lo
largo del proceso.
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1.1.5. Cambios en la dinamica del proceso de
reprogramacion provocados por la expresion de Ras oncogénico

Una vez que definimos qué via es la responsable del efecto de Ras
sobre la eficiencia de reprogramacion, quisimos estudiar co6mo
afectaba la expresion de Ras oncogénico a la dindmica de generacion
de iPSC. Para que se produzca una reprogramacion exitosa se requiere
la activacion de los genes clave de pluripotencia enddgenos, asi como
el silenciamiento de genes propios del estado diferenciado (Polo et al.,
2012).

Llevamos a cabo una reprogramacion de MEFs wt en los que
expresamos mediante transduccion retroviral los factores OSKM
combinados con la expresion de HrasV12 o GFP como control. A lo
largo de todo el proceso recogimos extractos de RNA cada 48 horas
en los que analizamos los niveles de expresion de distintos genes
mediante qRT-PCR.
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Figura 10. Dinamicas del proceso de reprogramacion con sobreexpresion de Ras
oncogénico: genes de pluripotencia. Analisis por qRT-PCR de la expresion de
mRNA de los genes de pluripotencia: Nanog, Sseal, Essrb, Dppa3 y Nr5a2. Los
niveles se determinaron cada 48 horas a lo largo de todo el proceso de
reprogramacion de MEFs wt con OSKM y sobreexpresion de HrasV12, o GFP como
control. Los valores se relativizaron frente al nivel de las células con GFP a dia 1.
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Comenzamos analizando los niveles de expresion de varios genes
clave relacionados con la pluripotencia: Nanog, Sseal, Essrb, Dppa3
y Nr5a2 (Figura 10). Encontramos que todos los genes analizados
comienzan a expresarse de manera mas temprana en la
reprogramacion con HrasV12 y los niveles alcanzados son superiores
a los alcanzados con GFP. De los genes analizados cabe destacar que
Sseal presenta, ya a dia uno, un nivel mucho mayor en la
reprogramacion con HrasV12 y que estos niveles se mantienen
elevados a lo largo del proceso.

Como ya mencionamos, una reprogramacion exitosa requiere,
ademds de la expresion de genes de pluripotencia endogenos, el
silenciamiento de los genes somadticos caracteristicos del estado
diferenciado de las células parentales. En nuestro caso las células
parentales son MEFs, por lo que estudiamos los niveles de expresion
de genes de identidad mesenquimal, propios de los fibroblastos: Thyl
y Fnl (Figura 11). Para ambos, los niveles de expresion durante todo
el proceso son inferiores en las células con HrasV12 que en la
reprogramacion control, con GFP. De nuevo, de modo similar a lo que
ocurria con Sseal, encontramos diferencias en los niveles de
expresion de partida, siendo en este caso la expresion inferior en las
células con HrasV12.
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Figura 11. Dinamicas del proceso de reprogramacion con sobreexpresion de Ras
oncogénico: genes de identidad celular. Analisis por qRT-PCR de la expresion de
mRNA de los genes de identidad celular propios de fibroblastos: Thy? y Fn1. Los
niveles se determinaron cada 48 horas a lo largo de todo el proceso de
reprogramacion de MEFs wt con OSKM y sobreexpresion de HrasV12 o GFP como
control. Los valores se relativizaron frente al nivel de las células con GFP a dia 1.
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1.1.6. Cambios en la expresion génica inducidos por Ras
oncogénico de manera independiente de OSKM

Basandonos en los resultados obtenidos analizando las dindmicas
de reprogramacion y en la observacion de que alguno de los genes
estudiados presentaba diferencias significativas ya a dia uno, quisimos
ver si la expresion de HrasV12 por si sola, sin combinarla con los
factores de reprogramacion, tiene algun efecto sobre la expresion de
los genes de pluripotencia e identidad celular analizados
anteriormente.

Para ello sobreexpresamos HrasV12 en MEFs wt que mantuvimos
en las condiciones de cultivo apropiadas para la reprogramacion
celular y analizamos mediante qRT-PCR la expresion de mRNA cada
48 horas. En paralelo, analizamos los niveles de expresion en MEFs
wt en los que expresamos GFP como control. Seleccionamos para su
estudio los genes que presentaban cambios mas evidentes en el estadio
inicial en el experimento anterior, el marcador de pluripotencia Sseal
y los marcadores de identidad celular Thy! y Fnl (Figura 12).
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Figura 12. Cambios de expresion inducidos por la sobreexpresion de Ras
oncogénico independientes de OSKM: genes de pluripotencia e identidad
celular. Analisis por qRT-PCR de la expresion de mRNA del gen de pluripotencia
Sseal y de los genes de identidad celular propios de fibroblastos: Thy1 y Fn1, en
MEFs wt que sobreexpresan HrasV12 o GFP como control y que fueron mantenidos
en medio de reprogramacion. Los niveles se determinaron tras 1, 3 y 5 dias desde
la sobreexpresion y se relativizaron frente al nivel de los MEFs wt con GFP a dia 1.
La significacion estadistica se analizo mediante el test t de student de dos colas:
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; n.s. no significativo.
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Observamos que el marcador de pluripotencia Sseal se expresa a
niveles mas altos en las células con HrasV12 que en las células con
GFP, siendo esta diferencia significativa a tres y cinco dias tras la
sobreexpresion. Los dos marcadores de identidad celular analizados,
Thyl y Fnl, presentan también diferencias significativas entre las
células con GFP y las células con HrasV12, teniendo estas ultimas,
niveles significativamente inferiores a dias tres y cinco.

Estos resultados nos indican que la expresion de HrasV12 en
ausencia de los factores de reprogramacion provoca cambios en la
expresion de genes de pluripotencia, como Sseal, y genes de identidad
celular, como Thyl y Fnl, similares a los que se producen durante
reprogramacion cuando se combina con los factores OSKM.

Decidimos ademas analizar los niveles de expresion de los
factores de reprogramacion Oct4 y Sox2 enddgenos en estos MEFs vy,
sorprendentemente, encontramos que la expresion de HrasV12 induce
de manera transitoria la expresion de Sox2, mientras que Oct4 no
presenta niveles detectables (Figura 13A). El alto nivel de Sox2 en las
células que sobreexpresan HrasV12 nos hizo plantearnos si la
expresion de Ras permitiria la reprogramacion en ausencia de Sox2
exdgeno. Llevamos a cabo un experimento de reprogramacion en
MEFs wt en los que expresamos los factores Oct4 y Kif4 (OK)
combinados con HrasV12 o con GFP como control (Figura 13B).
Como era de esperar, en la condicion OK+GFP, no obtuvimos
ninguna colonia de iPSC tras cuatro semanas en cultivo. Sin embargo,
en la condicion OK+HrasV12 obtuvimos una colonia positiva para la
tincidn fosfatasa alcalina y con la morfologia propia de iPSC en cada
pocillo de la placa (Figura 13C). Seria necesario realizar la
caracterizacion completa de estas células para comprobar que se trata
de verdaderas iPSCs pero este resultado preliminar indica que la
desregulacion en la expresion de Sox2 tras la sobreexpresion de Ras
oncogénico es suficiente para permitir la reprogramacion sin Sox2
exogeno aunque con una eficiencia muy baja.

101



RESULTADOS

A B 3

OK+GFP -~ -
800 Oct4 125 Sox2
= % % %k
= 600 100 OK + NrasV12 %
3 400 7511 d ... 1 ;
tg 200 50 ek 3 \.
) = 2 :
2 9 25 '_‘
g C G
3 gLi_l-_l_l. 0 = GFP g

1 3 5 ES 1 3 5 ES o HrasV12 .

tiempo (dias) O ES

Figura 13. Cambios de expresion inducidos por la sobreexpresion de Ras
oncogénico independientes de OSKM: factores de reprogramacion. (A) Analisis
por qRT-PCR de la expresion de mRNA de los genes Oct4 y Sox2 enddgenos en MEFs
wt que sobreexpresan HrasV12 o GFP como control y que fueron mantenidos en
medio de reprogramacion. Los niveles se determinaron tras 1, 3 y 5 dias desde la
sobreexpresion y se relativizaron frente al nivel de los MEFs wt con GFP a dia 1.
Como control positivo se muestran los niveles de estos genes en células ES. (B)
Tincion AP de MEFs wt con los factores Oct4 y Klf4 (OK) combinados con NrasV12 o
con GFP como control. Las flechas sefalan las colonias positivas para la tincion AP
en la condicion OK + NrasV12. (C) Imagen representativa de una colonia de iPSC de
la condicion OK + NrasV12 con tincion AP. La significacion estadistica se analizo
mediante el test t de student de dos colas: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; n.s. no
significativo.

1.1.7. El efecto de Ras sobre reprogramacion es extrinseco

a la célula

Quisimos saber si el efecto de Ras sobre reprogramacion era
intrinseco a la propia célula que expresaba Ras oncogénico, o si por el
contrario era un efecto extrinseco y las células que expresan Ras
oncogénico favorecen de alguna manera la reprogramacion de las
células vecinas.

Para abordar la cuestion de si el efecto favorecedor de la
reprogramacion ocurre en la propia célula que sobreexpresa Ras
oncogénico empleamos una combinaciéon de distintos vectores
lentivirales inducibles en MEFs wt. Por un lado, introducimos los
factores de reprogramacion OSKM en un vector lentiviral inducible
por tetraciclina (Tet-O-FUW-OSKM) que necesita, para poder
responder al inductor, la expresion simultanea del transactivador
reverso dependiente de tetraciclina (rtTA). Por otro lado, la expresion
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de Ras oncogénico procede de otro vector lentiviral inducible por
tetraciclina (pInducer20-HrasV12) que presenta en el mismo vector el
rtTA. La combinacion del plasmido OSKM inducible con el inducible
de HrasV12 o con su vector vacio (pInducer20-EV, empty vector)
como control va a hacer que solo las células que expresen HrasV12 o
EV tengan el rtTA necesario para inducir la expresion de OSKM. Tras
anadir el andlogo de la tetraciclina, doxiciclina, a estas células y
someterlas al proceso de reprogramacion celular, observamos que las
células con HrasV12 se reprograman con una eficiencia muy inferior a
las células con el vector vacio. Sin embargo, si a ambas condiciones
les anadimos una copia extra del vector vacio de modo que coexistan
en el cultivo células expresando solo los factores OSKM y células
expresando los factores OSKM y HrasV12, recuperamos en parte la
capacidad de formacion de colonias de iPSC, aunque con una
eficiencia ligeramente inferior a la condicion control con doble dosis
del plasmido control (EV) (Figura 14A-B).

Analizamos los niveles de expresion de Oct4 y Sox2 tras 72 horas
de induccién con doxiciclina y observamos como en la condicion
OSKM + HrasV12 los niveles son inferiores que en la condicion
control y como tras la adicién de una dosis extra de rtTA procedente
del vector vacio los niveles sufren un pequefio incremento, aunque sin
llegar a alcanzar los niveles obtenidos en el control. Analizamos
también los niveles de expresion de 1l6, una citoquina asociada al
SASP y que favorece el proceso de reprogramacion de forma
paracrina. Observamos que en las células con sobreexpresion de
HrasV12 los niveles de /6 son mayores que en el control. Sin
embargo, al carecer de células con los factores de reprogramacion y
sin HrasV12 sobre las que ejercer su efecto, no favorece la
reprogramacion. En el caso de la reprogramacién con un rtTA extra,
los niveles de 76 con HrasV12 (HrasV2+EV) son mayores que en el
control (EV+EV) y permiten que se produzca una reprogramacion
mas eficiente (Figura 14C).

Estos resultados nos indican que el efecto de Ras oncogénico
favoreciendo el proceso de reprogramacion no es intrinseco, sino que
debe ser mediado por factores producidos por estas células y que
afectan a las células del entorno.
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Figura 14. Analisis del efecto intrinseco de HrasV12 sobre reprogramacion. (A)
Tincion AP de MEFs wt transducidos con Tet-O-FUW-OSKM combinado con el
plasmido inducible por doxiciclina de HrasV12 (HrasV12) o el vector vacio (EV)
(placa izquierda) o ambas condiciones con una copia extra del vector vacio:
HrasV12 + EV o EV+EV (placa derecha). (B) Cuantificacion del nimero de colonias
positivas para la tincion AP en cada una de las condiciones. (C) Analisis por qRT-
PCR de la expresion de mRNA de los factores de reprogramacion Oct4y Sox2 y de la
citoquina /{6 en cada una de las condiciones. Los valores se relativizaron frente a
los niveles obtenidos en MEFs transducidos con GFP como control negativo. La
significacion estadistica se analizd mediante el test t de student de dos colas:
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; n.s. no significativo.

Para corroborar esta observacion, realizamos experimentos de
cocultivo y de tratamiento con medios condicionados durante

reprogramacion.

Realizamos el cocultivo de i4F-MEFs con MEFs wt transducidos
con NrasV12 o con GFP como control, y llevamos a cabo una
reprogramacion tras la cual realizamos una tincion fosfatasa alcalina
para cuantificar la eficiencia del proceso. La eficiencia de
reprogramacion obtenida en el caso de los 14F-MEFs cocultivados con
MEFs wt que expresan NrasV12 fue 10 veces superior a la obtenida
en el control (Figura 15A).
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Realizamos también un experimento de reprogramacion de i4F-
MEFs sobre el que ensayamos el efecto de medios condicionados por
MEFs wt que expresan NrasV12 o GFP. A lo largo de todo el proceso
de reprogramacion afiadimos medio condicionado por estos MEFs wt
y obtuvimos un resultado en la misma linea que el anterior, en el que
la eficiencia de reprogramacion de los MEFs i4F es mayor cuando se
tratan con medio condicionado por células que expresan Ras
oncogénico (Figura 15B).
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Figura 15. Estudio del efecto extrinseco de NrasV12 sobre reprogramacion. (A)
Tincion AP de MEFs i4F cocultivados con MEFs wt que sobreexpresan GFP (arriba) o
NrasV12 (abajo) y cuantificacion de la eficiencia de reprogramacion relativa a la
condicion control. (B) Tincion AP de MEFs i4F tratados durante la reprogramacion
con medios condicionados por MEFs wt que expresan GFP (arriba) o NrasV12 (abajo)
y cuantificacion de la eficiencia de reprogramacion relativa a la condicion control.
La significacion estadistica se analizo6 mediante el test t de student de dos colas:
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; n.s. no significativo.

Estos resultados apuntan a que el efecto de Ras sobre la
reprogramacion celular es extrinseco y se encuentra mediado, al
menos en parte, por algin factor soluble secretado por estas células y

que afecta a las demads células del cultivo.

Teniendo en cuenta esta observacion y los resultados previos que
indican que Ras por si solo tiene efectos sobre el patron de expresion
de las células, alterando genes de pluripotencia y de identidad celular,
quisimos evaluar si estos factores secretados por células que expresan
Ras oncogénico provocan los mismos cambios en las células diana.

Para ello llevamos a cabo de nuevo experimentos de cocultivo y
de medios condicionados sobre MEFs wt en los que analizamos los
niveles de expresion de mRNA del gen de pluripotencia Sseal y de los
genes de identidad celular Thy y Fnl a distintos tiempos.
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Para realizar el cocultivo empleamos un sistema de transwell en
el que sembramos las células que expresan HrasV12 o GFP en el
transwell y los MEFs diana en el fondo del pocillo en el que se coloca
el dispositivo. El analisis mediante qRT-PCR de los niveles de mRNA
de Sseal, Thyl y Fnl en los MEFs diana a dias 1, 3 y 5 revelo
cambios significativos. A dia 5, los niveles del marcador de
pluripotencia Sseal se incrementan en los MEFs cocultivados con
HrasV12. A dia 1, encontramos la bajada de los niveles de Fnl en los
MEFs cocultivados con HrasV12 (Figura 16A).
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Figura 16. Efecto paracrino de células sobreexpresando HrasV12 sobre la
expresion de genes de pluripotencia e identidad celular. (A) Analisis por gqRT-PCR
de la expresion de mRNA del gen de pluripotencia Ssea? y de los genes de identidad
celular propios de fibroblastos: Thy?1y Fn1, en MEFs wt cocultivados en un sistema
de transwell con MEFs wt que sobreexpresan HrasV12 o GFP durante 1, 3 y 5 dias.
Los valores estan relativizados frente a los niveles de expresion en los MEFs de la
condicion control a dia 1. (B) Analisis por qRT-PCR de la expresion de mRNA del gen
de pluripotencia Sseal y de los genes de identidad celular propios de fibroblastos:
Thy1y Fn1, en MEFs wt tratados durante 24 horas con medios condicionados por
MEFs wt que sobreexpresan HrasV12 o GFP como control a los dias 1, 3y 5 tras la
transduccion. Los valores estan relativizados frente a los niveles de expresion en
los MEFs de la condicion control a dia 1. La significacion estadistica se analizo
mediante el test t de student de dos colas: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; n.s. no
significativo.
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El tratamiento con medios condicionados por células que
sobreexpresan Ras es capaz de inducir la bajada significativa en los
niveles de expresion de Thyl en las células diana a dia 5, mientras que
en el resto de genes analizados no encontramos diferencias
significativas (Figura 16B).

Aunque solo encontramos diferencias significativas en algunas de
las condiciones analizadas, los cambios observados concuerdan con
los resultados obtenidos en los experimentos previos. Estos resultados
muestran un efecto extrinseco de las células que expresan Ras
oncogénico sobre las células de alrededor alterando el nivel de
expresion de ciertos genes relacionados con la adquisicion de
pluripotencia y la pérdida de identidad celular. Este efecto parece ser
mediado en parte por factores solubles.

1.2.Efecto de la activacion oncogénica sobre la
reprogramacion in vivo

La expresion de los factores de reprogramacion in vivo en ratones
i4F permite la adquisicion del estado pluripotente en células de
distintos tejidos. Sin embargo, aunque el casete transgénico se expresa
en todos los tejidos del raton, no todos son igual de susceptibles a esta
desdiferenciacion (Abad et al., 2013). Estudios previos muestran
como el dafio tisular y la senescencia celular generan un ambiente que
facilita la reprogramacion en tejidos resistentes (Chiche et al., 2017;
Mosteiro et al., 2016). Teniendo en cuenta esto y nuestros resultados
previos, que muestran como la sobreexpresion de Ras oncogénico
favorece la reprogramacion in vitro, quisimos comprobar si la
activacion oncogénica in vivo podria favorecer también la
reprogramacion en tejidos resistentes.

1.2.1. Modelos animales de activacion genética de cancer

Para estudiar el efecto de la activacion oncogénica de manera
genéticamente definida empleamos un modelo de raton transgénico de
inicio tumoral basado en el Knock-In (KI) de la version mutante
oncogénica KrasV12 en su propio alelo enddégeno. La expresion de
KrasV12 se produce de manera condicional tras su activacion
mediante el tratamiento con la recombinasa Cre (Guerra et al., 2003).
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Cruzamos este raton KrasV12-KI con el raton reprogramable i4F.
Administramos por via intratraqueal adenovirus que expresan la
recombinasa Cre (Ad-Cre) a la descendencia, ratones i4F o
14F/KrasV12, para activar la expresion de KrasV12 especificamente
en pulmon. La expresion de KrasV12 en pulmoén provoca el desarrollo
de adenomas (lesiones premalignas) que pueden llegar a progresar
hacia adenocarcinomas malignos (Collado et al., 2005; Guerra et al.,
2003).

Cuatro meses después del tratamiento con Ad-Cre, tiempo
suficiente para la aparicion de adenomas, administramos doxiciclina
en el agua de bebida (0,2 mg/mL) durante dos semanas y media. Tras
3 dias desde el fin del tratamiento sacrificamos los ratones y
analizamos histoldégicamente los pulmones (Figura 17A). El analisis
histolégico de los pulmones doble transgénicos (i4F/KrasV12)
muestra multiples lesiones de tipo adenoma, que aparecen sefialadas
con flechas en la figura y algun adenocarcinoma maligno, sefialado
con un asterisco (Figura 17B).
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Figura 17. Combinacion de la activaciéon definida de KrasV12 en pulmén con la
expresion de los factores de reprogramacion in vivo. (A) Representacion
esquematica del disefo experimental de activacion de KrasV12 en pulmon
mediante administracion intratraqueal de Ad-Cre en ratones i4F o i4F/KrasV12.
Tras cuatro meses se administra doxiciclina (0,2 mg/mL) en agua de bebida
durante dos semanas y media. Los ratones se sacrifican tras un periodo de tres dias
después del tratamiento. (B) Imagen representativa de la seccion de un pulmoén
i4F/KrasV12 tefnido con hematoxilina & eosina (H&E), con multiples lesiones de tipo
adenoma (flechas) y un adenocarcinoma (asterisco).
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Realizamos una tincion B-galactosidasa asociada a senescencia
(SA-B-Gal, Senescence Associated [-Galactosidase) de los pulmones
doble transgénicos y observamos que las lesiones de tipo adenoma son
senescentes, como habia sido descrito previamente, mientras que los
adenocarcinomas malignos no lo son (Collado et al., 2005) (Figura
18A).
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Figura 18. Senescencia en los pulmones i4F/KrasV12. (A) Imagen representativa
de la seccion tefnida para H&E de un pulmon i4F/KrasV12 con mdltiples lesiones de
tipo adenoma y un adenocarcinoma, tras tincion whole mount SA-B-Gal. (B) Detalle
de un adenoma tefiido con H&E (20x y 40x) e inmunohistoquimica frente a Oct4
(40x).

Para comprobar la correcta induccién de los factores tras el
tratamiento con doxiciclina empleamos el pancreas como tejido
control, ya que se trata de uno de los 6rganos con mayor incidencia de
eventos de reprogramacion in vivo. Realizamos una tincion SA-B-Gal
del pancreas. El andlisis histologico reveld la presencia de células
senescentes, resultado de la expresion del casete transgénico, y como
las regiones con displasia, resultado del proceso de desdiferenciacion,
presentan células Oct4 y Nanog positivas (Figura 19), lo que indica
que se ha producido un evento de reprogramacion in vivo. El marcaje
con Oct4 es mas potente y tras el periodo de tres dias desde el final del
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tratamiento con doxiciclina esta expresion debe ser endogena, por lo
que sera el anticuerpo empleado para el andlisis inmunohistoquimico
de los pulmones.

H&E 20x

Figura 19. Efecto de la expresion de los factores de reprogramaciéon en
pancreas. Imagenes representativas de secciones, tras tincion whole mount SA-B-
Gal, del pancreas de un ratén i4F tratado con doxiciclina. Se muestra la tincion
H&E (20x y 40x) e inmunohistoquimicas frente a Nanog y Oct4 (40x).

Mientras que los pulmones de ratones i14F tratados con doxiciclina
no presentan células Oct4 positivas (Figura 20A), como cabia esperar
ya que se trata de un tejido “resistente” a la reprogramacion; en los
ratones doble transgénicos, 14F/Kras, encontramos grupos de células
positivas para Oct4, indicativas de la reprogramacion, asociadas a
zonas con adenomas (Figura 20B). El analisis inmunohistoquimico de
los pulmones tefiidos para SA-B-Gal reveld que estos grupos de
células Oct4 positivas aparecen asociadas a adenomas senescentes
(Figura 18B).

El andlisis histologico de los pulmones 14F/KrasV12 tratados con
doxiciclina muestra la aparicion de pequefios grupos de células Oct4
positivas asociados a lesiones precancerosas. Estas células pueden ser
indicativas de eventos de desdiferenciacion producidos en el contexto
de dafo oncogénico.
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Figura 20. Analisis histologico de los pulmones i4F/KrasV12. Imagenes
representativas de secciones de pulmones control (i4F) (A); o doble transgénicos
(i4F/KrasV12) (B); tras el tratamiento con Ad-Cre y doxiciclina. Se muestra la
tincion con H&E (20x y 40x) y la inmunohistoquimica frente a Oct4 (40X).

1.2.2. Modelos animales de carcinogénesis quimica

Tras comprobar que la activacion definida de KrasV12 produce la
aparicion de células Oct4 positivas asociadas a adenomas, decidimos
probar distintos protocolos de carcinogénesis quimica.
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1.2.2.1. Tratamiento con DMBA en piel

El tratamiento con DMBA (7, 12-dimetilbenzantraceno) es el
primer paso de iniciacién de un protocolo clasico de carcinogénesis
quimica en piel. Su aplicacion provoca la mutacion en Hras y requiere
del tratamiento posterior con un agente promotor de la proliferacion
como el TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato) para producir la
formacion de un tumor (Abel et al., 2009).

Desarrollamos una pomada de doxiciclina para inducir la
expresion del casete transgénico exclusivamente en piel, con el fin de
disponer de mas tiempo para analizar el efecto producido en este
tejido sin la aparicion de teratomas en Organos vitales. Para comprobar
su efectividad primero tratamos una zona de la piel de un raton i4F
durante 7 dias, administrando crema de doxiciclina al 2% cada dos
dias. Tras los 7 dias, sacrificamos al raton y analizamos por qRT-PCR
la expresion del casete transgénico en piel mediante los niveles de
mRNA de los factores de reprogramacion: Oct4, Sox2 y Kif4 (Figura
21). La crema nos permite inducir de forma eficiente la expresion del
casete transgénico en piel, siendo los valores obtenidos en la zona
tratada, entre 3 y 7 veces mas altos que en la piel sin tratar.
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Figura 21. Efectividad de la doxiciclina en crema. Analisis por qRT-PCR de la
expresion de mRNA de los factores de reprogramacion: Oct4, Sox2 y Klf4, en la piel
tratada frente a la piel no tratada, tras 7 dias de tratamiento con crema de
doxiciclina al 2% (w/v). La significacion estadistica se analizo mediante el test t de
student de dos colas: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; n.s. no significativo.

Una vez que comprobamos la efectividad de la crema, llevamos a
cabo el tratamiento con DMBA en ratones i4F para inducir la
aparicion de mutaciones en Hras y a continuacion, en lugar de TPA,
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aplicamos doxiciclina en crema (10%) durante dos semanas y media.
Tras finalizar el tratamiento, esperamos entre 3 y 4 semanas para
analizar histoloégicamente la piel (Figura 22A).
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Figura 22. Combinacion del tratamiento de DMBA con la expresion de los
factores de reprogramacion en piel in vivo. (A) Representacion esquematica del
diseno experimental de tratamiento con DMBA seguido de la administracion de
doxiciclina en crema (10% w/v) durante dos semanas y media. Los ratones se
sacrificaron para el analisis histoldgico de la piel tras 3-4 semanas desde el fin del
tratamiento. (B) Imagenes representativas de secciones de piel no tratada (arriba)
o tratada con DMBA vy doxiciclina (abajo) tefidas para H&E (20x) o
inmunohistoquimica frente a Oct4 (20x), con detalle a 40x.

Encontramos que la piel tratada con DMBA y doxiciclina
presenta una histologia alterada comparada con una piel sana, sin
ningln tratamiento. El andlisis histolégico muestra un engrosamiento
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evidente y una estructura desorganizada. Asociadas a esta zona de
engrosamiento encontramos grupos de células positivas para Oct4 que
podrian ser indicativos de eventos de reprogramacion asociados al
tratamiento con DMBA y doxiciclina (Figura 22B).

1.2.2.2. Inyeccion intramuscular de 3-MCA

La inyeccion intramuscular de 3-MCA (3-metilcolantreno) induce
la formacion de tumores de tipo fibrosarcoma debidos a la
acumulacion de mutaciones aleatorias y al crecimiento de células con
mutaciones en genes clave como Ras o p53 (Halevy et al., 1991;
Watanabe et al., 1999).

Nos planteamos combinar la inyeccion intramuscular de 3-MCA
con la expresion de los factores OSKM in vivo para comprobar si el
dafio oncogénico inducido por el 3-MCA logra, en combinacién con
los factores, que se produzca la reprogramacion de musculo, un tejido
resistente a la reprogramacion en condiciones normales. Estudios
previos muestran que tras inducir distintos tipos de dafio en el
musculo la expresion de los factores puede llegar a inducir la
formacion de teratomas (Chiche et al., 2017).

Inyectamos 3-MCA (1 mg) en el tibialis anterior (TA) de ratones
14F a los que, a continuacion, administramos doxiciclina (0,2 mg/mL)
en el agua de bebida durante dos semanas y media. Tras un periodo de
3 dias desde el fin del tratamiento, los ratones fueron sacrificados y
analizamos histologicamente el musculo (Figura 23A).

Quisimos ver si la inyeccion con 3-MCA provocaba una respuesta
de senescencia celular, para ello realizamos una tincion SA-B-Gal, tras
el tratamiento con doxiciclina, del musculo inyectado con 3-MCA y
del musculo control, inyectado con el vehiculo. Observamos que el
musculo con 3-MCA presenta una mayor tincidn asociada a
senescencia que el musculo control (Figura 23B).
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Figura 23. Combinacion de la inyeccion intramuscular de 3-MCA con la
expresion de los factores de reprogramacion in vivo. (A) Representacion
esquematica del disefo experimental de inyeccion intramuscular de 3-MCA en el TA
seguida de la administracion de doxiciclina (0,2 mg/mL) en el agua de bebida
durante dos semanas y media. Los ratones se sacrificaron para el analisis
histologico de los TA tras 3 dias desde el fin del tratamiento. (B) Imagenes
representativas de la tincion whole mount SA-B-Gal del mUsculo TA inyectado con
3-MCA o con el vehiculo como control tras el tratamiento con doxiciclina.

Tras el analisis histologico del tejido encontramos que la
inyeccion control no altera la estructura de las fibras musculares,
independientemente del tratamiento con doxiciclina. Sin embargo, la
inyeccion de 3-MCA produce dafio en el musculo y se refleja en la
aparicion de fibras de pequefo tamafio y con los niicleos centrales. La
combinacion del 3-MCA con el tratamiento con doxiciclina parece
agudizar mas este efecto (Figura 24).
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Figura 24. Analisis histolégico del TA tras la inyeccion de 3-MCA. Imagenes
representativas de secciones de TA tefnidas para H&E a 20x en las distintas
condiciones: vehiculo sin doxiciclina (arriba, izquierda), 3-MCA sin doxiciclina
(arriba, derecha), vehiculo con doxiciclina (abajo, izquierda), 3-MCA con
doxiciclina (abajo, derecha).
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Cuando realizamos la inmunohistoquimica frente a los
marcadores de pluripotencia Oct4 y Nanog comprobamos que el
tratamiento con doxiciclina no es suficiente para inducir la aparicién
de células positivas para estos marcadores en el musculo inyectado
con el vehiculo, como cabia esperar por tratarse de un tejido resistente
a la reprogramacion. Sin embargo, en el musculo inyectado con 3-
MCA encontramos células positivas tras el tratamiento con doxiciclina
en zonas afectadas por el 3-MCA, con fibras musculares de pequefio
tamafo y con nucleos centrales (Figura 25).

H&E 40x Nanog 40x Oct4 40x

Vehiculo + DOX

3-MCA + DOX

Figura 25. Analisis inmunohistoquimico del TA tras la inyeccion de 3-MCA.
Imagenes representativas de secciones de TA tefidas para H&E y de la
inmunohistoquimica frente a Nanog y Oct4 de un TA control (arriba) o inyectado
con 3-MCA (abajo). Imagenes a 40x con detalle ampliado en la condicion 3-MCA.

Realizamos otro protocolo en el que, tras la inyeccion de 3-MCA
(1 mg) en el TA, aumentamos la dosis de doxiciclina administrada en
el agua de bebida a 1 mg/mL, reduciendo el tiempo de tratamiento a
una semana, tras lo cual esperamos tres dias para la recogida del
musculo (Figura 26A).

El andlisis histologico concuerda con los resultados obtenidos en
el experimento anterior. En el musculo control, tras el tratamiento con
doxiciclina, la histologia del musculo es normal, sin alteracion de las
fibras musculares. En el analisis inmunohistoquimico no encontramos
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células Oct4 o Nanog positivas. Sin embargo, en el musculo inyectado
con 3-MCA vy tratado con doxiciclina encontramos zonas con una
histologia claramente afectada, con fibras musculares de pequefio
tamafio y nucleos centrales asociados a zonas de inflamacion e
infiltracion de células del sistema inmune (Figura 26B) y que
presentan células positivas para Oct4 y Nanog (Figura 26C).

A C Nanog 40x Oct440x
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Figura 26. Combinacion de la inyeccion intramuscular de 3-MCA con la
expresion de los factores de reprogramacion in vivo. (A) Representacion
esquematica del disefio experimental de inyeccion intramuscular de 3-MCA en TA
seguida de la administracion de doxiciclina (1 mg/mL) en el agua de bebida
durante 7 dias. Los ratones se sacrificaron para el analisis histologico de los TA tras
3 dias desde el fin del tratamiento. (B) Imagenes representativas de secciones de
TA inyectado con 3-MCA y tratado con doxiciclina, tefido para H&E (20x) y (C) de la
inmunohistoquimica frente a Nanog y Oct4 (40x), con detalles ampliados.

Estos resultados, aunque preliminares, parecen indicar que la
induccién de un estimulo oncogénico, ya sea mediante un sistema de
activacion oncogénica definida o mediante carcinogénesis quimica,
permite que se produzcan eventos de reprogramacion tras la expresion
de los factores OSKM en tejidos normalmente resistentes.
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2. REPROGRAMACION CELULAR DE CELULAS TRANSFORMADAS

Teniendo en cuenta que la inmortalizacion, paso imprescindible
para alcanzar la transformacion, favorece el proceso de
reprogramacion (Hong et al., 2009; Kawamura et al., 2009; Li et al.,
2009; Marion et al., 2009; Utikal et al., 2009a) y nuestros resultados
previos, que muestran como la introduccién de un oncogén activo en
el proceso de reprogramacion favorece la generacion de iPSC,
quisimos analizar qué ocurre en un contexto de transformaciéon
completa ya que, a pesar de los multiples intentos, la reprogramacion
con éxito de células transformadas continia suponiendo un reto en el
campo de investigacion (Papapetrou, 2016; Yilmazer et al., 2015).

2.1. Reprogramacion de células transformadas in vitro.

Para comenzar con el estudio de la reprogramacion de células
tumorales decidimos emplear un sistema de transformacion definido,
basado en la transformacion de células in vitro mediante cooperacion
oncogénica.

2.1.1.La expresion de Ras oncogénico en células
inmortales impone una barrera a la reprogramacion celular

En el primer apartado de resultados mostramos como la
introducciéon de Ras oncogénico como cofactor en el coctel de
reprogramacion aumenta la eficiencia del proceso, tanto en MEFs wt
como en i4F-MEFs. La inmortalizacion, primer paso necesario para la
transformacion, supone también una ventaja para la reprogramacion
celular (Hong et al., 2009; Kawamura et al., 2009; Li et al., 2009;
Marion et al., 2009; Utikal et al., 2009a). Teniendo en cuenta esto, nos
planteamos estudiar el efecto de la expresion de Ras oncogénico sobre
células inmortales por falta de supresores tumorales.

Llevamos a cabo la reprogramacion celular de MEFs deficientes
para el supresor tumoral p53 (p53-null), con los factores OSK
retrovirales combinados con GFP o HrasV12. En el contexto de falta
de p53 decidimos prescindir de c-Myc, ya que se sabe que no es
fundamental para la reprogramaciéon y por su importante funcion
oncogénica (Nakagawa et al., 2008). En paralelo, como control,
realizamos la reprogramaciéon de MEFs wt con los factores OSKM
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retrovirales combinados con GFP o HrasV12. Observamos que
mientras que en MEFs wt, la introduccion de HrasV12 provoca el
aumento de eficiencia de reprogramacion, como hemos descrito
anteriormente, en el contexto de falta de p53 la introduccion de
HrasV12 supone una menor eficiencia (Figura 27A-B). Analizamos
mediante Western blot los niveles de sobreexpresion de Ras en ambos
tipos celulares, siendo similares en las dos condiciones (Figura 27C).

B GFP

O HrasV12 WT  p53-null
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Figura 27. Comparacion del efecto de HrasV12 sobre la reprogramaciéon de MEFs
wt y p53-null. (A) Tincion AP de MEFs wt con los factores retrovirales OSKM
combinados con GFP o HrasV12 (arriba) y de MEFs p53-null con los factores
retrovirales OSK combinados con GFP o HrasV12 (abajo). (B) Cuantificacion de la
eficiencia de reprogramacion relativa a la obtenida en los MEFs wt con OSKM y GFP.
(C) Analisis por Western blot de los niveles proteicos de p53 y Hras, y actina como
control de carga en las cuatro condiciones.
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Quisimos comprobar si se trataba de un efecto especifico de
células carentes de p53 o bien, si se producia también en células
carentes de otros supresores tumorales. Para ello empleamos MEFs
Arf-null y en paralelo, de nuevo MEFs p53-null. La falta de ambos
genes supone una ventaja para la reprogramacion celular.
Introdujimos los factores Oct4, Sox2 y Klf4 (OSK) mediante vectores
retrovirales combinados con HrasV12 o con GFP como control en los
dos tipos celulares. Observamos que mientras que en la condicion
control con OSK y GFP logramos una reprogramacion muy eficiente
tanto en los MEFs p53-null como en los Arf-null, la expresion de
HrasV12 dificulta la obtencién de colonias de iPSC, llegando incluso
a bloquearla por completo en el caso de los MEFs p53-null (Figura
28).
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Figura 28. Efecto de Ras sobre la reprogramacion de células inmortales. Tincion
AP de MEFs p53-null o Arf-null con los factores retrovirales OSK combinados con
GFP o HrasV12.

Estos resultados indican que la combinacion de eventos
oncogénicos que provocan la transformacion completa, bloquea la
reprogramacion celular, a pesar de que, por separado, ambos sean
capaces de favorecerla.

2.1.2. Cambios en la expresion génica inducidos por Ras
oncogénico en MEFs p53-null de manera independiente de
OSKM

En el contexto de MEFs wt, encontramos que la sobreexpresion
de HrasV12 induce, de forma independiente a los factores de
reprogramacion, cambios en la expresion de algunos genes
relacionados con la pluripotencia y la identidad celular (Figura 12).
Quisimos ver qué ocurria con los genes previamente analizados en el
contexto de falta de p53.

Para ello sobreexpresamos NrasV12, o GFP como control, en
MEFs p53-null que mantuvimos en condiciones de reprogramacion y
en los que analizamos mediante qRT-PCR los niveles de expresion del
gen de pluripotencia Sseal y los genes de identidad celular Thyl y
Fnl, a distintos tiempos. A diferencia de lo que ocurria con los MEFs
wt, no encontramos diferencias significativas en los niveles de
expresion de Sseal, y la tendencia observada es de valores inferiores
en la condicion con NrasV 12 comparada con el control. Para los genes
de identidad celular, Thyl y Fnl, si que encontramos diferencias
significativas, siendo los niveles de expresion en los MEFs p53-null
con NrasV12 inferiores a los del control. Los niveles de Thyl

120



RESULTADOS

presentan diferencias significativas solo en el tercer dia tras la
sobreexpresion de NrasV12, mientras que para Fnl las diferencias se
mantienen en todos los puntos analizados (Figura 29).

Sseal Thy1 Fn1
2 5 3 * % 2.5 *%x %% MGFP
- . B HrasV12
< 4 2.0
c3 2 1.5
e
a1 0.5
x
290 0 0.0

13 5 1 3 5 1 3 5

tiempo (dias)

Figura 29. Cambios de expresiéon inducidos por la sobreexpresién de Ras
oncogénico en MEFs p53-null. Analisis por qRT-PCR de la expresion de mRNA del
gen de pluripotencia Ssea? y de los genes de identidad celular propios de
fibroblastos: Thy?y Fn1, en MEFs p53-null que sobreexpresan HrasV12 o GFP como
control, y que fueron mantenidos en medio de reprogramacion. Los niveles se
determinaron tras 1, 3 y 5 dias desde la sobreexpresion y se relativizaron frente al
nivel de los MEFs p53-null con GFP a dia 1. La significacion estadistica se analiz6
mediante el test t de student de dos colas: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; n.s. no
significativo.

Estos resultados indican que la expresion de Ras oncogénico en
células p53-null induce cambios en la expresion de genes relacionados
con la identidad celular pero, sin embargo, no afecta al gen de

pluripotencia analizado, Sseal.
2.1.3. Efecto paracrino de células p53-null expresando Ras

En el primer apartado de resultados vimos que el efecto de Ras
oncogeénico sobre la eficiencia de reprogramacion en MEFs wt se
produce de manera extrinseca y estd mediado en parte por factores
solubles secretados por las células que expresan Ras. Esto nos llevo a
tratar de analizar el efecto del medio condicionado de células p53-null
que expresan NrasV12 sobre la reprogramacion de MEFs wt con
OSKM.

En este caso el tratamiento con medios condicionados por MEFs
p53-null con Ras durante reprogramacion no provoca el aumento de la
eficiencia de reprogramacion, e incluso produce una disminucion del
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numero de colonias obtenidas respecto a la condicidon control, tratada
con medio condicionado por MEFs p53-null con GFP (Figura 30).
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Figura 30. Estudio del efecto del medio condicionado por MEFs p53-null que
sobreexpresan NrasV12 sobre reprogramacion. Tincion AP de MEFs wt
transducidos con los factores OSKM retrovirales y tratados durante la
reprogramacion con medios condicionados por MEFs p53-null que expresan GFP
(arriba) o NrasV12 (abajo). Cuantificacion del nimero de colonias positivas para
AP. La significacion estadistica se analizd mediante el test t de student de dos
colas: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; n.s. no significativo.

Nos planteamos estudiar el efecto que producen estas células
carentes de p53 expresando NrasV12 sobre la expresion de genes de
pluripotencia e identidad celular en MEFs wt. Para ello decidimos
emplear el sistema de cocultivo en transwell. Sembramos los MEFs
pS53-null con NrasV12 o GFP en el dispositivo y los MEFs wt, que
seran las células diana, en el fondo del pocillo en que colocamos el
transwell. Analizamos mediante qRT-PCR los niveles de expresion de
mRNA del gen de pluripotencia Sseal y de los genes de identidad
celular Thyl y Fnl, en las células diana tras uno, tres o cinco dias de
cocultivo. En el caso de Sseal encontramos niveles de expresion mas
bajos en las células cocultivadas con los MEFs p53-null que expresan
NrasV12 tras un dia de cocultivo. Para Thyl no encontramos
diferencias significativas en ninguno de los puntos analizados
mientras que para el otro marcador de identidad mesenquimal
empleado, Fnl, los niveles en células cocultivadas con MEFs p53-null
expresando NrasV12 son inferiores que en la situacion control en los
dias 1 y 3 (Figura 31).

Estos resultados muestran que el medio condicionado por MEFs
p53-null que sobreexpresan Ras oncogénico no logra favorecer la
reprogramacion de otras células.
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Figura 31. Efecto paracrino de MEFs p53-null que sobreexpresan HrasV12 sobre
la expresion de genes de pluripotencia e identidad celular en MEFs wt. Analisis
por qRT-PCR de la expresion de mRNA del gen de pluripotencia Ssea? y de los genes
de identidad celular propios de fibroblastos: Thy? y Fn1, en MEFs wt cocultivados
en un sistema de transwell con MEFs p53-null que sobreexpresan NrasV12 o GFP
durante 1, 3 y 5 dias. Los niveles son relativos a la expresion en los MEFs de la
condicion control a dia 1. La significacion estadistica se analizdé mediante el test t
de student de dos colas: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; n.s. no significativo.

2.14. Desarrollo de un sistema celular reversible de
transformacion

Tras observar el cambio tan drastico sobre la eficiencia de
reprogramacion que supone el establecimiento de la transformacion
completa cuando la comparamos con la inmortalizacion o la
sobreexpresion de un Gnico oncogén activo, quisimos profundizar mas
en el estudio de los cambios que se producen tras la cooperacion
oncogénica.

Para ello generamos un sistema celular que nos permite realizar el
cambio de inmortalizaciéon a transformacion y revertirlo mediante el
empleo de un sistema inducible. Empleamos como células parentales
MEFs p53-null en pase temprano, inmortales debido a la falta de p53,
pero que no han adquirido mas alteraciones pro-oncogénicas derivadas
del mantenimiento en cultivo. Para lograr la transformacion completa,
expresamos en estos MEFs el oncogén HrasV12 mediante el vector
lentiviral inducible por tetraciclina (pInducer20-HrasV12). De este
modo, en ausencia de doxiciclina las células se mantienen en estado
inmortalizado por falta de p53 y solo cuando afiadimos doxiciclina al
cultivo alcanzan la transformacion completa por la expresion de
HrasV12, lo que se refleja en un cambio morfologico (Figura 32A) y
en una mayor proliferacion. La retirada de doxiciclina permite la
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reversion de este estado de una forma rapida. Analizamos por Western
blot los niveles proteicos de Ras en las tres condiciones: células
inmortales, que no han expresado nunca HrasV12 (-DOX); células
transformadas, mantenidas en cultivo en presencia de doxiciclina
durante 5 pases (+DOX); y reversion de la transformacion, células a
las que tras 5 pases en presencia de doxiciclina les retiramos el
inductor durante un pase (+/-DOX). Vemos como los niveles de Ras
aumentan en respuesta al inductor y que, tras su retirada, vuelven
rapidamente a los niveles iniciales (Figura 32B).
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Figura 32. Sistema de transformacion celular inducible y reversible in vitro. (A)
Imagen de campo claro (10x) representativa de los MEFs p53-null transducidos con
el vector inducible de HrasV12 en ausencia (-DOX) o presencia de doxiciclina
(+DOX). (B) Analisis por Western blot de los niveles proteicos de p53 y Hras, y
tubulina como control de carga en las condiciones de inmortalizaciéon (-DOX),
transformacion (+DOX) o reversion de la transformacion (+/-DOX) del sistema
generado. Como control se muestran los niveles en MEFs wt y p53-null. Todos los
tipos celulares fueron analizados tras la expresion de los factores de
reprogramacion OSK.

Empleamos este sistema celular en un experimento de
reprogramacion in vitro en el que evaluamos las tres condiciones
distintas. Para ensayar la condicion de inmortalizaciéon (-DOX)
mantuvimos las células durante dos pases en cultivos tras la
transduccion con el vector inducible de HrasV12, pero sin afadir el
inductor en ningin momento. En paralelo mantuvimos otro cultivo
con doxiciclina de manera continua, que serd nuestra condicién
transformada (+DOX). Estas ultimas c¢lulas transformadas las
empleamos en dos situaciones: manteniendo la induccion de HrasV12
con doxiciclina durante todo el proceso de reprogramacion; o bien
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retirando la doxiciclina y, por tanto, revirtiendo la transformacion (+/-
DOX) en el momento en el que expresamos los factores OSK.

Cuando en estas células expresamos los factores OSK, de nuevo
prescindiendo de c-Myc, mediante vectores retrovirales y analizamos
la eficiencia de reprogramacion, no encontramos diferencias
significativas. Sin embargo, observamos una tendencia que indica que
las células inmortalizadas (-DOX) se reprograman de forma muy
eficiente, mientras que las transformadas (+DOX) tienen mas
dificultades y este efecto se revierte en parte en la situacion de
reversion de transformacion (+/- DOX) (Figura 33A).
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Figura 33. Reprogramacion in vitro de las células p53-null con HrasV12
inducible. (A) Tincion AP de MEFs p53-null con el vector inducible de HrasV12 en
pase 2 en: estado inmortalizado (-DOX), transformado (+DOX) o tras revertir la
transformacion (+/- DOX) y cuantificacion del nimero de colonias positivas para la
tincion AP. (B) Tincion AP de MEFs p53-null con el vector inducible de HrasV12 en
pase 5 en las mismas condiciones que en (A) y cuantificacion del nimero de
colonias positivas para la tincion AP. (C) Tincion con cristal violeta de un ensayo de
formacion de colonias a baja densidad de las células ensayadas en (B) y
cuantificacion del nimero de colonias obtenidas en cada condicion.
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Tras observar esta tendencia, repetimos el experimento, pero en
esta ocasion reforzamos el fenotipo transformado manteniendo las
células en cultivo durante cinco pases previos al ensayo y por lo tanto
expresando HrasV12 durante mas tiempo en presencia de doxiciclina.
Cuando llevamos a cabo la reprogramacion de estas células
observamos cémo se agudiza la tendencia observada en el
experimento anterior. En la situacion de inmortalizacion se produce
una reprogramacion muy eficiente, la transformacion por expresion de
HrasV12 supone una caida dréstica del numero de colonias de iPSC,
siendo esta bajada significativa respecto a la condicion inmortalizada.
La retirada de doxiciclina en el momento de expresion de los factores,
permite una recuperacion parcial, pero significativa de la eficiencia de
reprogramacion (Figura 33B).

Estas células, en las tres condiciones evaluadas, fueron ensayadas
también en un experimento de formacion de colonias de
transformacion a baja densidad para evaluar su estado de
transformacion. Las células inmortalizadas (-DOX) son capaces de
formar colonias, pero cuando analizamos las células transformadas
(+DOX), tras cinco pases en presencia del inductor, observamos un
aumento en el numero de colonias obtenidas. La retirada de
doxiciclina tras cinco pases no es suficiente, al tiempo analizado, de

revertir el efecto sobre el ensayo de formacion de colonias (Figura
330).

A continuacidn, quisimos analizar qué ocurria cuando tratdbamos
de reprogramar estas células en un contexto in vivo. Para ello

inyectamos estas células con los factores OSK en el rifién de ratones
C57BL/6.

Partimos de células transformadas tras la induccion de HrasV12
con doxiciclina durante cinco pases en cultivos. Realizamos una
transduccion retroviral con los factores OSK, en presencia de
doxiciclina (+DOX) o retirandola para revertir la transformacion (+/-
DOX). Tras la transduccion, inyectamos estas células en el rifiéon de
los ratones. Las cé¢lulas transformadas fueron inyectadas en ratones a
los que se les administr6 doxiciclina en el agua de bebida durante todo
el proceso. Las células en las que queremos ver el efecto de revertir la
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transformacion, las inyectamos en ratones a los que no administramos
doxiciclina.

Realizamos un seguimiento visual de los ratones y los
sacrificamos en el momento en que detectamos mediante palpacion la
aparicion de un tumor.

En el caso de las células con doxiciclina, y expresando por tanto
HrasV12, todos los ratones (n=6) desarrollaron tumores tras 25-40
dias desde la inyeccion. En el caso de las células a las que retiramos la
doxiciclina, y por tanto con la expresion de HrasV12 apagada, solo
dos de los ratones inyectados (n=7) desarrollaron un tumor a los 40
dias desde la inyeccion, el resto de los ratones fueron sacrificados tras
60 dias y no se encontrd ningin crecimiento tumoral (Tabla 1). El
analisis histologico de los tumores reveld0 que los tumores
desarrollados en presencia de doxiciclina eran tumores de tipo
fibrosarcoma con un alto grado de agresividad (Figura 34A). Sin
embargo, los tumores desarrollados en ausencia de doxiciclina eran
teratomas, ya que presentaban diferenciacion a tejidos de las tres capas
embrionarias, lo que se comprob6 mediante el analisis
inmunohistoquimico con marcadores especificos de las tres capas
embrionarias: endodermo (Ckael/ae3), mesodermo (Desmina) y
ectodermo (Gfap) (Figura 34B).

Tumor Teratoma Total

p53-null + DOX 6 0 6/6
HrasV12 +

OSK +/- DOX 0 2 2/7

Tabla 1. Tabla resumen de los tumores obtenidos tras la inyeccion en rifion de
las células p53-null con HrasV12 inducible.

Estos resultados indican que la transformacion oncogénica genera
un estado refractario a la reprogramacion, tanto in vitro como in vivo y
que este efecto puede revertirse tras la eliminacion del estimulo
transformante.
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Figura 34. Reprogramacion in vivo de las células p53-null con HrasV12
inducible. (A) Imagenes representativas de secciones tefidas para H&E de tumores
obtenidos tras la inyeccion en rifdon de células p53-null con HrasV12 inducible en
presencia de doxiciclina. (B) Imagenes representativas de secciones de teratomas
obtenidos tras la inyeccion en rifdon de células p53-null con HrasV12 inducible en
ausencia de doxiciclina. Se muestra la tincion H&E de estructuras derivadas de las
tres capas embrionarias: endodermo, mesodermo y ectodermo (arriba); y la
inmunohistoquimica frente a marcadores especificos de cada capa: endodermo
(Ckae1/ae3), mesodermo (Desmina) y ectodermo (Gfap).

2.2. Reprogramacion de lineas tumorales de fibrosarcoma

Hasta ahora habiamos trabajado con un sistema de transformacion
oncogénica definido, inducido por la falta de p53 y la expresion de
Ras oncogénico, que nos permitié comprobar cémo la adquisicion del
estado transformado dificulta la obtencion de iPSC. Para profundizar
mas en el estudio de la reprogramacion de células transformadas,
quisimos analizar qué ocurria con lineas celulares derivadas de
tumores.

Empleamos un protocolo de carcinogénesis quimica consistente
en la inyeccion intramuscular de 3-metilcolantreno (3-MCA), un
potente carcindgeno, que provoca la formacion de fibrosarcomas
(Wexler and Rosenberg, 1979).
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Tras la inyeccion intramuscular de 3-MCA en ratones wt e i4F,
esperamos a que se desarrolle el tumor (3-5 meses desde la inyeccion).
Realizamos el analisis histoldgico del tumor para comprobar que se
trataba de fibrosarcomas y derivamos una linea celular a partir de cada
uno de los tumores obtenidos (Figura 37).

2.2.1. Reprogramacion de lineas tumorales de fibrosarcoma
in vitro

Una vez establecidas las lineas celulares transgénicas (i4F 3-
MCA), quisimos comprobar como respondian a la doxiciclina.
Anadimos doxiciclina al cultivo y tras 72 horas analizamos mediante
gRT-PCR los niveles de mRNA de Oct4 y Sox2 procedentes de la
expresion del casete transgénico. Como control empleamos i4F-MEFs
en los que indujimos la expresion del casete en paralelo. De las cuatro
lineas celulares analizadas (3-MCA i4F2, 3-MCA i4F8, 3-MCA
14F32, 3-MCA 14F68) solamente una de ellas, 3-MCA i4F2 respondia
a la doxiciclina expresando los factores Oct4 y Sox2 y lo hacia a
niveles inferiores a los obtenidos en los i4F-MEFs control. Las demds
lineas analizadas presentan diferencias en cuanto a los niveles de
expresion de partida de Sox2 pero ninguna de ellas responde a la
induccién con doxiciclina (Figura 35A).
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Figura 35. Reprogramacion in vitro de las lineas de fibrosarcoma transgénicas.
(A) Analisis mediante qRT-PCR de los niveles de expresion de los factores Oct4 y
Sox2 tras 72 horas de induccion con doxiciclina en las lineas 3-MCA i4F y en i4F-
MEFs como control. Como referencia se muestran los niveles de estos genes en
células ES. Los valores se relativizaron frente a los niveles obtenidos en i4F-MEFs
sin doxiciclina. (B) Tincion AP de la linea 3-MCA i4F2 respondedora (TG RESP.) y de
la linea 3-MCA i4F32 no respondedora (TG NO-RESP.).
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Cuando sometemos a estas células a un proceso de
reprogramacion in vitro observamos que la linea analizada que no
responde a la doxiciclina (3-MCA 14F32, no-respondedora) no da
lugar a ninguna colonia de iPSC, como cabia esperar; pero, incluso la
linea celular que responde a la induccion con doxiciclina (3-MCA
14F2, respondedora), es incapaz de reprogramarse (Figura 35B).

Al comprobar que solo una de las lineas transgénicas generadas
era capaz de responder a la doxiciclina y lo hacia a niveles inferiores a
los MEFs control, quisimos aumentar el nimero de lineas con las que
poder trabajar. Para ello, generamos lineas “reconstituidas” in vitro.
Empleamos lineas de 3-MCA derivadas de ratones wt y las
modificamos introduciendo el vector lentiviral Tet-O-FUW-OSKM vy
el tTA de modo que expresen los factores en respuesta a la
doxiciclina.

Tras la transduccion lentiviral y la induccién con doxiciclina
durante 72 horas, analizamos mediante qRT-PCR los niveles de
mRNA de Oct4 y Sox2, empleando como control MEFs wt
transducidos e inducidos en paralelo. Encontramos que las cuatro
lineas generadas son capaces de responder a la doxiciclina expresando
los factores a niveles similares a los de los MEFs control, salvo una de
las lineas (3-MCA 64) que lo hace a un nivel muy superior al de los
MEFs control y muy por encima incluso del nivel de expresion de
estos genes en células ES (Figura 36A).

Cuando sometimos a estas células a wun proceso de
reprogramacion, tras siete dias de expresion de los factores
observamos que se produjo una respuesta de muerte celular en las
lineas de fibrosarcoma quedando el cultivo gravemente afectado. Sin
embargo, al tratarse de células tumorales, las células que quedaron
consiguieron proliferar de nuevo. Los MEFs control no sufrieron este
efecto, por lo que parece ser una respuesta especifica de las lineas
tumorales. Continuamos con la reprogramacién hasta completar el
proceso y tras realizar la tincion AP observamos que, mientras que en
los MEFs control obtuvimos una reprogramacion eficiente, las lineas
de fibrosarcoma no consiguen generar ninguna colonia de iPSC, a
excepcion de la linea 3-MCA 64, que presentaba niveles de respuesta

130



RESULTADOS

a doxiciclina anormalmente elevados y que logra dar lugar a un bajo
numero de colonias positivas para la tincion fosfatasa alcalina (Figura
36B); aunque seria necesario realizar la caracterizacion en detalle de
estas colonias para comprobar si se trata de verdaderas iPSCs.
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Figura 36. Reprogramaciéon in vitro de las lineas de fibrosarcoma wt
reconstituidas. (A) Analisis mediante gqRT-PCR de los niveles de expresion de los
factores Oct4 'y Sox2 tras 72 horas de induccion con doxiciclina en las lineas 3-MCA
wt reconstituidas (+OSKM) y en MEFs wt con OSKM lentiviral como control. Como
referencia se muestran los niveles de estos genes en células ES. Los valores se
relativizaron frente a los niveles obtenidos en MEFs wt. (B) Tincion AP de las lineas
reconstituidas 3-MCA 62, 3-MCA 63, 3-MCA 64, 3-MCA 105 y de MEFs wt transducidos
con OSKM lentiviral como control.

Estos resultados muestran como las lineas tumorales de
fibrosarcoma i4F silencian la expresion del casete transgénico y
cuando logramos expresar los factores de reprogramacion mediante
transduccion lentiviral, estas lineas no son capaces de reprogramarse.

2.2.2. Reprogramacion de lineas tumorales de fibrosarcoma

in vivo
A continuacion, quisimos estudiar el comportamiento de estas
células in vivo. Para ello, las inyectamos de manera subcutanea en

ratones inmunodeficientes nude con el fin de evaluar el efecto de la
expresion de los factores de reprogramacion in vivo por la
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administracion de doxiciclina en el agua de bebida durante 2,5
semanas tras la inyeccion.

A 3-MCAi4F2 TG RESP. B 3-MCA i4F32 TG-NO RESP.

Tumor primario Lineacelular Tumor primario Lineacelular
Tumores secundarios Tumores secundarios

Tumor primario Linea celular
Tumores secundarios

AHE

i T :
+DOX -DOX
Figura 37. Reprogramacion in vivo de las lineas de fibrosarcoma. Imagenes
representativas de las secciones tefiidas con H&E del tumor primario formado tras
la inyeccion intramuscular de 3-MCA (arriba, izquierda). Imagen de campo claro de
la linea celular derivada a partir de cada tumor (arriba, derecha). Imagenes
representativas de las secciones tefiidas con H&E de los tumores secundarios
generados tras la inyeccion subcutanea en ratones nude tratados con doxiciclina (2
mg/mL) durante 2,5 semanas tras la inyeccion (+DOX; abajo, izquierda) o sin
tratamiento (-DOX; abajo, derecha), para (A) la linea 3-MCA i4F 2 (TG
RESPONDEDORA), (B) linea 3-MCA i4F 32 (TG NO-RESPONDEDORA) y (C) linea wt
reconstituida.
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Seleccionamos la linea transgénica respondedora (3-MCA i4F2),
una de las no respondedoras (3-MCA i4F32) y una de las lineas wt
reconstituidas (3-MCA 63). Tras la inyeccion, todas las lineas dieron
lugar a tumores secundarios cuya histologia recordaba a la histologia
del tumor primario del que derivamos la linea celular, tumores de tipo
fibrosarcoma en los que no encontramos signos de diferenciacion
propios de teratomas (Figura 37). Analizamos mediante qRT-PCR los
niveles de mRNA de los genes de pluripotencia Oct4 y Sox2 en las
lineas celulares in vitro y en estos tumores. No encontramos
diferencias entre los tumores crecidos en ratones tratados o no con
doxiciclina (2 mg/mL) durante 2,5 semanas tras la inyeccion (Figura
38). Estos resultados indican que no se ha producido Ia
reprogramacion, ya que no se detectd la expresion de genes de
pluripotencia endégenos y no dan lugar a ningun teratoma.
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Figura 38. Analisis de la expresion de Oct4 y Sox2 en los tumores secundarios
obtenidos. Analisis mediante qRT-PCR de los niveles de expresion de mRNA de los
factores Oct4 y Sox2 en las lineas celulares: TG respondedora (TG RESP.), TG no
respondedora (TG NO-RESP.) y wt reconstituida (WT+0OSKM) o transducida con GFP
(WT) como control; y en los tumores secundarios derivados de ellas. Se muestran
los niveles de expresion tras 72 horas de induccion con doxiciclina in vitro (cél +
DOX) o su control sin doxiciclina (cél -DOX) y los niveles obtenidos en los tumores
inyectados en ratones con doxiciclina en el agua de bebida durante 2,5 semanas
(tumor + DOX) o su respectivo control en ausencia de doxiciclina (tumor -DOX).

2.2.3. Efecto de la expresion de los factores OSKM sobre el
desarrollo tumoral

Durante el experimento de reprogramaciéon de las lineas de
fibrosarcoma in vivo observamos que los tumores que expresaban los
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factores, ya sean los derivados de la linea transgénica respondedora o
de la wt reconstituida, presentaban un tamafio sensiblemente inferior
que sus respectivos controles sin doxiciclina, aunque esta observacion
no fue cuantificada. Quisimos analizar este efecto con mas detalle y
para ello realizamos un nuevo experimento de inyeccion subcutanea
en ratones nude. En esta ocasion, aumentamos el nimero de lineas
celulares empleadas, volvimos a analizar las lineas transgénicas
respondedora y no respondedora y analizamos las cuatro lineas wt
reconstituidas de las que disponemos. Tras la inyeccion
administramos doxiciclina en el agua de bebida a lo largo de todo el
experimento para permitir la expresion de los factores OSKM
inducibles. El analisis histologico demostrd, de nuevo, que todos los
tumores obtenidos fueron de tipo fibrosarcoma.
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Figura 39. Crecimiento tumoral de las lineas de fibrosarcoma transgénicas. (A)
Grafica mostrando el crecimiento tumoral tras la inyeccion subcutanea en ratones
nude de las lineas celulares TG respondedora y TG no-respondedora. La linea
respondedora se ensayoé en presencia o ausencia de doxiciclina en el agua de
bebida. (B) Grafica mostrando el momento de inicio tumoral en dias después de la
inyeccion (dpi, dias post-inyeccion) (C) Grafica del tamafio final (mm?) alcanzado
en el momento del sacrificio.

En el caso de las lineas transgénicas, el analisis del crecimiento
tumoral muestra como las lineas no respondedoras inician el
desarrollo tumoral antes y este es mas rapido que en el caso de las
respondedoras (Figura 39A). En la linea respondedora, los tumores
aparecen mas tarde, pero no encontramos diferencias entre la
condicion mas o menos doxiciclina (Figura 39B). En cuanto al
tamafio final alcanzado en el momento del sacrificio, no encontramos
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diferencias significativas entre la linea respondedora y no
respondedora. Tampoco encontramos diferencias entre la linea
respondedora tratada o no con doxiciclina (Figura 39C). Cabe
mencionar, que debido al crecimiento acelerado de la linea no
respondedora, el sacrificio se llevd a cabo tras 13 dias desde la
inyeccion, mientras que los tumores producidos por la linea
respondedora se extrajeron tras 25 dias desde la inyeccion.
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Figura 40. Crecimiento tumoral de las lineas de fibrosarcoma wt reconstituidas
(A) Grafica mostrando el crecimiento tumoral tras la inyeccion subcutanea en
ratones nude de las lineas celulares wt reconstituidas o transducidas con GFP como
control. El crecimiento tumoral se ensayo en presencia de doxiciclina en el agua de
bebida. (B) Grafica mostrando el momento de inicio tumoral en dias después de la
inyeccion (dpi). (C) Gréafica resumen del tamafo final (mm?®) alcanzado por los
tumores en el momento del sacrificio.

En el caso de las lineas wt reconstituidas, empleamos como
control las mismas lineas transducidas con GFP y administramos
doxiciclina en el agua de bebida a todos los ratones. Al analizar el
crecimiento tumoral (Figura 40A) y el momento de aparicion (Figura
40B) no encontramos diferencias significativas entre la linea con
OSKM o el control con GFP. En cuanto al tamafio alcanzado en el
momento de sacrificio, encontramos que las lineas que expresan los
factores OSKM tienen una tendencia, aunque no significativa, hacia
un tamafio menor que las de GFP, que presentan una mayor dispersion
(Figura 40C). De las 10 inyecciones realizadas, en la condicion
OSKM, solo dos de los tumores alcanzan un tamafio superior a los
300mm? , mientras que en la condicion con GFP, 7 de los 10 tumores
sobrepasan este tamafio a tiempo final (Tabla 2).
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Tumores de tamafo > 300 mm3

OSKM 2/10
GFP 7/10

Tabla 2. Tabla resumen de los tumores de mas de 300 mm? obtenidos a partir de
la linea de fibrosarcoma wt reconstituida (OSKM) o control (GFP). La
significacion estadistica se analizd mediante el test exacto de Fisher de dos colas
obteniendo una p=0,0698.

Nuestros resultados preliminares indican que la expresion de los
factores de reprogramacion en células tumorales no logra la
reprogramacion de estas y que por el contrario podria estar afectando
al desarrollo tumoral.
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La reprogramacion celular permite revertir el estado de
diferenciacion de una célula hasta alcanzar la pluripotencia (Takahashi
and Yamanaka, 2006), lo que resulta de gran utilidad para el estudio
de distintas patologias. Este proceso comparte ciertas similitudes con
la transformacion oncogénica. Sin embargo, la reprogramacioén de
células transformadas supone un reto debido a la existencia de
barreras especificas en estas células que se oponen a la obtencion de
iPSC (Ramos-Mejia et al., 2012).

La reprogramacion de células tumorales, ademas de permitir
desarrollar nuevos modelos del cancer, puede aportarnos informacién
valiosa sobre la identidad tumoral (Papapetrou, 2016). Descubrir las
barreras que se oponen a la reprogramacion de las células tumorales
puede revelar vias fundamentales en el mantenimiento de esta
identidad.

Teniendo en cuenta este planteamiento previo, nos planteamos
estudiar la reprogramacion de células tumorales. Comenzamos
analizando el efecto de la activacion oncogénica sobre el proceso de
reprogramacion en células primarias no transformadas para, a
continuacion, analizar el efecto producido sobre reprogramacion
cuando esta activacion oncogénica conduce a la transformacion
completa.

Para estudiar el efecto de la activacion oncogénica durante la
reprogramacion celular, seleccionamos el oncogén Ras en el contexto
de células primarias. Escogimos este oncogén por tratarse del primero
descrito y ser uno de los mas frecuentemente mutados en cancer (Cox
and Der, 2010). Observamos que la expresion de los distintos
miembros de la familia Ras, en su version oncogénicamente activa,
junto con los factores de reprogramacion provoca un aumento en la
eficiencia del proceso. Este resultado se ha confirmado mediante el
empleo de distintos sistemas de reprogramacién basados en la
expresion de los factores de reprogramacion a partir de vectores
virales, asi como en el uso de MEFs i4F, y con diferentes vectores de
expresion de Ras, lo que refuerza nuestra conclusion.

Previamente se habia descrito que Eras, una pequeiia GTPasa ras-
like, facilita la reprogramacion a través de las vias de JNK-Spl (Kwon
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et al.,, 2015) o Akt-FoxO1l (Yu et al.,, 2014). Esta proteina esta
implicada en la proliferacion y en las propiedades de tipo tumoral de
las ESCs (Takahashi et al., 2003); y se expresa de forma exclusiva en
células embrionarias. Por este motivo fue uno de los genes candidatos
inicialmente considerados para la reprogramacion (Takahashi and
Yamanaka, 2006). En este trabajo, empleamos la version oncogénica
de los genes: Hras, Kras o Nras; que a diferencia de Eras, se expresan
normalmente en células somaticas y su mutacion resulta fundamental
en tumorogénesis.

Esta familia oncogénica tiene numerosos efectores intracelulares,
por ello, empleamos distintas estrategias experimentales para
identificar cudl de las vias canonicas activadas por Ras era la
responsable de este efecto. El empleo de plasmidos mutantes de Ras
que activan especificamente las principales vias por debajo de Ras
(Rodriguez-Viciana et al., 1997), nos permiti¢ identificar la via de
MAPK/ERK como la principal mediadora de este efecto, lo que
corroboramos con su modulacion mediante el uso de inhibidores
quimicos o la sobreexpresion de efectores por debajo de Ras.

Esta via juega un papel importante en el mantenimiento de la
pluripotencia. Su inhibicion mediante el tratamiento con inhibidores
quimicos de MEK (PD0325901), combinada con la inhibicion de
GSK-3B (CHIR99021) (medio 2i), en las células pluripotentes
favorece que se mantengan en estado indiferenciado (Ying et al.,
2008). Sin embargo, se ha visto que su papel cambia en las distintas
etapas del proceso de reprogramacion, y su activacion es necesaria en
el inicio (Prieto et al., 2016).

Tras observar que la activacion de esta via favorece el proceso de
reprogramacion quisimos comprobar si esta via se activa de forma
endogena durante la obtencion de iPSC. El andlisis de IncRNA (long
non-coding RNA) durante el proceso de reprogramacion habia
revelado previamente la activacion de la via de Ras, y de IncRNA
asociados, como eventos moleculares caracteristicos de las primeras
etapas de reprogramacion (Kim et al., 2015). Mediante el empleo de
un sistema de pull-down que nos permite detectar los niveles de Ras
activo comprobamos que la activacion de esta via se produce en los
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primeros dias del proceso y con su inhibicién, se disminuye la
eficiencia.

Nuestras observaciones de que la activacion de esta via se
produce de manera endogena durante la reprogramacion celular y de
que su inhibicién se opone a la obtencion de células iPS, servirian
para explicar, al menos en parte, que la sobreexpresion de Ras
oncogénico provoque el aumento de eficiencia a través de la
sobreestimulacion de una via imprescindible para el proceso.

A continuacion, realizamos el estudio de las dinamicas de
expresion de distintos genes durante el proceso de reprogramacién con
sobreexpresion de Ras.

Basandonos en que la expresion de Ras oncogénico en células
primarias conduce a la entrada en OIS (Serrano et al., 1997) y la
senescencia constituye una barrera para la reprogramacion (Banito et
al.,, 2009; Li et al., 2009, Utikal et al., 2009a), quisimos analizar
distintos aspectos de la senescencia celular durante el proceso de
reprogramacion con sobreexpresion de Ras. El analisis de la expresion
de genes relacionados con la senescencia muestra un aumento en los
niveles de estos marcadores en la etapa inicial de reprogramacion. Sin
embargo, el cultivo presenta una menor actividad SA-B-Gal que la
condicion control, lo que concuerda con una mayor proliferacion
inicial, que se iguala al tiempo final. Por tanto, a pesar de esta
activacion inicial de los genes relacionados con senescencia, las
células logran reprogramarse de manera mas eficiente.

Siguiendo con el andlisis de las dindmicas de reprogramacion,
analizamos varios genes relacionados con la identidad celular. El
proceso de reprogramacion requiere del remodelado epigenético para
que se produzca la expresion de los genes de pluripotencia, asi como
el silenciamiento de los genes de identidad celular propios de la célula
parental (Apostolou and Hochedlinger, 2013; Polo et al., 2012). El
analisis de las dinamicas de expresion en la reprogramacion con Ras
reveld6 un aumento acelerado en la expresion de los genes de
pluripotencia y un menor nivel de expresion de genes propios de la
identidad mesenquimal de los fibroblastos parentales. Para algunos de
los genes analizados observamos que estos cambios se producian ya
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en el primer dia de reprogramacion. La rapidez de estos cambios nos
hizo plantearnos si la expresion de Ras, por si sola, podria ser la
responsable de este efecto. Estudios previos muestran como la
expresion de Ras en células primarias confiere a las células una mayor
plasticidad que las predispone a la transformacion neoplésica y a la
adquisicion de caracteristicas de célula madre (Ischenko et al., 2013).
Tras la expresion de Ras en MEFs wt, encontramos diferencias en la
expresion de genes relacionados con la pluripotencia y la identidad
celular. Estos cambios se producen en el mismo sentido que los
cambios necesarios en reprogramacion, disminuyendo los genes
relacionados con la identidad celular de partida y aumentando genes
relacionados con la pluripotencia. Ademas, la sobreexpresion de Ras
produce cambios en los niveles de Sox2 enddgeno. Estos niveles son
suficientes para permitir la reprogramacion en ausencia de Sox2
ectopico, aunque con una eficiencia extremadamente baja, por lo que
esta induccion no seria suficiente para justificar el efecto de Ras sobre
la eficiencia de reprogramacion.

Para completar la caracterizacion del efecto producido por Ras,
analizamos si el aumento de eficiencia de reprogramacion se producia
de manera intrinseca o extrinseca. Mediante la combinacion de
distintos plasmidos inducibles para los factores de reprogramacion y
para Ras, pudimos comprobar que en las propias células con
sobreexpresion de Ras, la reprogramacion es muy poco eficiente. Sin
embargo, las células que expresan Ras favorecen la reprogramacion de
células del entorno. Este efecto extrinseco lo comprobamos utilizando
co-cultivos de células que expresan Ras con MEFs i4F y mediante el
tratamiento de MEFs i4F con medios condicionados por células que
expresan Ras. Estos experimentos nos indican que el aumento de la
eficiencia de reprogramacion por Ras esta mediado, al menos en parte,
por factores solubles. Este efecto paracrino provoca cambios en la
expresion de algunos de los genes relacionados con la identidad
celular y la pluripotencia en las células diana. Las células que
sobreexpresan Ras presentan niveles elevados de expresion de la
citoquina I16, un importante componente del SASP, con efectos
descritos favoreciendo el proceso de reprogramacion celular (Brady et
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al.,, 2013; Mosteiro et al., 2016) por lo que podria ser uno de los
factores solubles mediadores de este efecto.

Una vez que comprobamos que la expresion de Ras oncogénico
favorece el proceso de reprogramacion celular in vitro y que este
efecto se produce de manera extrinseca promoviendo un estado mas
plastico en las células del entorno, quisimos analizar el efecto de la
activacion oncogénica durante la reprogramacion in vivo.

La expresion de los factores OSKM in vivo produce eventos de
reprogramacion en distintos tejidos (Abad et al, 2013). Los
mecanismos implicados en este proceso estin todavia poco
caracterizados y su estudio resulta muy valioso para entender y
modular la plasticidad celular, asi como para su posible futura
utilizacion como herramienta en medicina regenerativa. Al igual que
ocurre in vitro, existen barreras que se oponen a este cambio de
identidad. Ademas, no todos los tejidos son igual de permisivos a la
reprogramacion y, a pesar de expresar los factores en repuesta a la
doxiciclina, no todos logran reprogramarse. El estudio de las barreras
descritas para la reprogramacion in vitro, como la senescencia celular,
se vuelve més complejo en este contexto y requiere considerar tanto
aspectos intrinsecos como extrinsecos, influenciados por el contexto
tisular. Recientemente se ha descubierto que la expresion de los
factores in vivo, provoca dos tipos de respuesta en los tejidos. Por un
lado, la expresion de OSKM es capaz de inducir cambios que
conducen a la desdiferenciacién celular, pero, por otro lado, su
expresion también induce dano en el tejido. Este dafio desencadena
una respuesta de senescencia celular que, mediante la secrecion del
SASP, y en especial de 116, favorece la reprogramacion de las células
vecinas (Mosteiro et al., 2016). La induccién de otros dafios, como los
provocados de manera fisiologica durante el envejecimiento, o los
provocados mediante distintos modelos de induccion de lesiones
tisulares, aumentan esta respuesta de senescencia, lo que origina un
contexto mas plastico que favorece la desdiferenciacion e incluso llega
a permitir la reprogramacion de tejidos normalmente resistentes
(Chiche et al., 2017; Mosteiro et al., 2016).
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En este trabajo, quisimos estudiar el efecto de la activacion
oncogénica sobre el proceso de reprogramacion iniciado tras la
expresion de los factores de reprogramacion in vivo. Para ello
empleamos distintos modelos de carcinogénesis; desde modelos cuyo
mecanismo estd muy definido a modelos mas complejos o aleatorios.
Empleamos un modelo definido de activacion genética del céancer
basado en la activacion del oncogén KrasV12 desde un alelo del gen
Kras enddgeno (Guerra et al., 2003) en el que podemos estudiar el
efecto de la activacion de Ras, al igual que hicimos in vitro. Como
modelos de carcinogénesis quimica empleamos el tratamiento con
DMBA, que constituye el primer paso de un protocolo cldsico de
carcinogénesis en piel y que provoca mayoritariamente mutaciones en
Hras (Quintanilla et al., 1986); y la inyeccion de 3-MCA que provoca
multiples mutaciones aleatorias que conducen al desarrollo tumoral
(Wexler and Rosenberg, 1979).

Con estos tres modelos provocamos eventos carcinogénicos en
tejidos especificos: pulmoén, piel y musculo, respectivamente. Estos
tres tejidos, comparten la caracteristica de que, a pesar de responder a
la induccion con doxiciclina expresando los factores de
reprogramacion, nunca dan lugar a teratomas (Abad et al., 2013). Sin
embargo, se ha demostrado que la induccién de dafio en ellos genera
un estado mas plastico (Chiche et al., 2017; Mosteiro et al., 2016;
Ritschka et al., 2017) que favorece la reprogramacion.

En los tres modelos, tras la expresion de los factores OSKM,
encontramos signos de desdiferenciacion, como la alteracion de las
fibras musculares y la alteracion de la estructura de la piel, con células
positivas para el marcador de pluripotencia Oct4 y/o Nanog,
indicativos de eventos de desdiferenciacion asociados a la zona de
dafio. Aunque se trata de resultados preliminares, que requieren un
estudio en profundidad, estos datos apuntan a que, al igual que ocurre
in vitro, la activacion oncogénica genera un estado mas plastico en su
entorno que favorece el cambio de identidad celular.

Los resultados de esta primera parte ponen de manifiesto un papel
favorecedor de la activacion oncogénica sobre el proceso de
reprogramacion, tanto in vitro como in vivo. La inmortalizacion, el
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primer paso imprescindible para la transformacion, supone también
una ventaja para la reprogramacion celular (Banito et al., 2009; Hong
et al., 2009; Kawamura et al., 2009; Li et al., 2009; Marién et al.,
2009; Utikal et al., 2009a). Ambos eventos, por separado, permiten e
incluso favorecen la obtencion de células iPS. Sin embargo, al
combinarse y establecer la transformacion completa, dificultan la
reprogramacion. Por ello, a continuacion, analizamos el efecto sobre
la reprogramacion celular, cuando esta activacion oncogénica se
produce en células inmortalizadas conduciendo a la transformaciéon
completa.

A pesar del evidente interés en el estudio de la reprogramacion de
células tumorales, existen muy pocos ejemplos exitosos de obtencion
de iPSC a partir de células transformadas. La mayor parte proceden de
la reprogramaciéon de células de tumores hematologicos, que se
caracterizan por la presencia de alteraciones genéticas concretas
(Carette et al., 2010; Kumano et al., 2012), a diferencia de otros tipos
tumorales. Los intentos de reprogramacion de células procedentes de
otros tipos de cancer generan, en muchas ocasiones, células que a
pesar de presentar algunas de las caracteristicas propias de las iPSC,
no pueden considerarse verdaderas iPSC. Esto se debe a que requieren
de la expresion ectopica continuada de los factores de reprogramacion
para mantenerse en estado indiferenciado (Kim et al., 2013) o a que el
analisis de expresion las sitla mas proximas a las células parentales o
a células parcialmente reprogramadas que a verdaderas iPSC (Zhang
et al., 2013). Sin embargo, todavia no se han identificado las barreras
propias de estas células que actian oponiéndose a este proceso
(Papapetrou, 2016; Ramos-Mejia et al., 2012).

Tratamos de abordar el estudio de la reprogramacion de células
tumorales partiendo de un sistema definido de transformacién in vitro
basado en la cooperacion oncogénica entre Ras y la falta de p53.

En este contexto de p53-null, asi como en células carentes de otro
supresor tumoral, Arf, observamos que la expresion de Ras junto con
los factores de reprogramacion actua oponiéndose a la obtencion de
iPSC.
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De forma analoga a coémo hicimos en el caso de los MEFs wt,
quisimos determinar el efecto de la expresion de Ras en células p53-
null. El andlisis de la expresion de genes relacionados con la identidad
celular muestra cémo la expresion de Ras provoca la disminucién en
estos marcadores. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurria con las
células wt, no produce cambios en los genes de pluripotencia.
Ademas, el tratamiento con medios condicionados por células p53-
null que expresan Ras no logra favorecer la reprogramacion, e incluso
la dificulta. Estos resultados en conjunto apuntan a que los cambios en
la identidad celular producidos por Ras no son suficientes para
entender el efecto de aumento de la reprogramacion que hemos
descrito anteriormente.

Para profundizar en este efecto, desarrollamos un sistema de
transformacion reversible, basado en la falta de p53 y la expresion
inducible de Ras, con el que poder alternar entre los estados de
inmortalizacion y transformacion. El empleo de este sistema en
reprogramacion nos permiti6 comprobar que el efecto de la
transformacion oncogénica sobre el proceso de reprogramacion es, al
menos durante las etapas iniciales, reversible. Con el apagado de uno
de los estimulos oncogénicos, las células revierten su estado
transformado y pueden reprogramarse de manera eficiente, lo que
concuerda con el fenomeno de adiccion oncogénica descrito para la
transformacion (Chin et al., 1999). La reprogramacion de células
tumorales tras el apagado de uno de los estimulos oncogénicos se
habia reportado anteriormente en un modelo inducible de
osteosarcoma (Komura et al., 2016), aunque en este trabajo no se
compara la capacidad de reprogramacion entre el estado transformado
y el inmortalizado. Al inyectar estas células en ratones para estudiar su
comportamiento in vivo, observamos que en estado transformado
forman tumores agresivos, a pesar de expresar los factores. Sin
embargo, cuando se apaga la expresion de Ras, dan lugar, con una
incidencia menor, a teratomas, indicativos de la reprogramacion.

Estos resultados nos indican que al menos alguna de las barreras
que se oponen a la reprogramacion de células transformadas es el
resultado de la combinacion de estos eventos oncogénicos. Este
sistema podria resultar de gran interés para identificar las barreras
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especificas del estado transformado que se oponen a la
reprogramacion, al permitir alternar entre los estados de
inmortalizacién y transformacion de una forma rapida. Es necesario
tener en cuenta que tras un mayor tiempo en estado transformado,
estas cé¢lulas podrian adquirir nuevas alteraciones que establezcan una
identidad tumoral mas fuerte y estable que impida esta reversion.

Para continuar con el estudio de la reprogramacion de células
tumorales, decidimos emplear un sistema de transformacion mas
complejo, basado en lineas celulares derivadas de fibrosarcomas
generados tras la inyeccion de 3-MCA en ratones reprogramables.

Una vez derivadas las lineas celulares, y antes de someterlas al
proceso de reprogramacion in vitro, comprobamos la expresion de los
factores de reprogramacion en respuesta al tratamiento con el
inductor. Sorprendentemente, encontramos que, de las cuatro lineas
transgénicas obtenidas, solo una de ellas expresaba los factores
OSKM, y lo hace a niveles inferiores a los obtenidos en los MEFs i4F
empleados como control. Estos resultados podrian deberse a que estas
células silencien la expresion del transgén para evitar un posible
efecto negativo de la expresion de OSKM sobre el crecimiento de las
células tumorales. Este silenciamiento podria ocurrir incluso antes de
haber sido tratadas con el inductor en respuesta a una pequea, aunque
detectable, fuga de expresion del casete transgénico que ha sido
reportada con anterioridad (Vilas et al., 2015).

A pesar de esto, quisimos evaluar la reprogramacion de estas
células in vitro. Como cabria esperar, la linea analizada que no
responde a la doxiciclina no forma ninguna colonia de iPSC. Por su
parte, la linea que responde a la activacion con el inductor, aunque a
niveles bajos, tampoco logra reprogramarse.

Para evitar el silenciamiento del transgén, optamos por generar
nuevas lineas reconstituidas in vitro, mediante la transduccién de
lineas de fibrosarcoma wt con los lentivirus que expresan OSKM vy
rtTA. Estas nuevas lineas expresan los factores de reprogramacion en
respuesta al inductor a niveles similares a los obtenidos en los MEFs
control. Sin embargo, pese a ello, son incapaces de reprogramarse.
So6lo una de las lineas logro dar lugar a un bajo nimero de colonias
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positivas para el marcador AP, aunque estas necesitarian ser
caracterizadas en profundidad para comprobar si se trata de verdaderas
iPSC. Estudios previos con células de sarcomas muestran que tras el
proceso de reprogramacion, las células resultantes, a pesar de cumplir
algunas de las caracteristicas propias de las células iPS, como la
morfologia o la presencia de actividad AP, presentan un perfil de
expresion mas similar al de las células parentales o células
parcialmente reprogramadas que a verdaderas iPSC (Zhang et al.,
2013).

Durante el experimento de reprogramacion in vitro observamos
que la expresion de los factores desencadend una respuesta de muerte
celular especificamente en las lineas de fibrosarcoma que expresan los
factores OSKM, mientras que los MEFs empleados como control no
sufrieron ningin problema, por lo que parece ser una respuesta
especifica de las células tumorales. Este hecho, junto con la
observacion del silenciamiento del transgén en las lineas transgénicas,
nos hace plantearnos la posible existencia de incompatibilidad entre el
estado transformado y el cambio de identidad requerido en
reprogramacion. Asi, las células transformadas tratarian de mantener
su identidad celular inalterada mediante distintos mecanismos que
deberian ser estudiados en detalle.

Cuando inyectamos estas cé€lulas en ratones inmunodeficientes
para testar si eran capaces de formar teratomas tras la expresion de los
factores in vivo, comprobamos mediante analisis histologico y
mediante analisis de expresion, que no se produjo la reprogramacion
en ninguna de las lineas analizadas. Sin embargo, el seguimiento de
los ratones tras la inyeccion subcutanea de las cé€lulas nos permitio
observar una tendencia hacia un menor crecimiento de los tumores
que expresan los factores OSKM, tanto en la linea transgénica
respondedora como en las wt reconstituidas, cuando las
comparabamos con sus respectivos controles.

Quisimos analizar ese efecto en detalle, por lo que realizamos un
nuevo experimento en el que aumentamos el nimero de lineas testadas
y registramos el crecimiento tumoral. Debido a la variabilidad
existente entre las distintas lineas de fibrosarcoma, no encontramos

148



DISCUSION

diferencias significativas entre los grupos establecidos en base a la
expresion, o no, de los factores. Sin embargo, observamos de nuevo
una tendencia hacia un menor crecimiento tumoral en las células que
expresan los factores. En el caso de las lineas wt reconstituidas
observamos una tendencia a generar tumores de un tamafio inferior al
obtenido con el grupo control. Estudiar las caracteristicas diferenciales
entre los tumores control y los que ven dificultada su progresion
debido a la expresion de OSKM, podria resultar de utilidad para
identificar mecanismos que actuan frenando el desarrollo tumoral.

Estos resultados no solo muestran una incompatibilidad entre los
procesos de reprogramacion y transformacion, sino que, ademads,
parecen indicar que la expresion de los factores en las células de
fibrosarcoma disminuye su capacidad tumorogénica. Esto concordaria
con lo publicado por Zhang et al. (Zhang et al., 2013) con distintas
lineas de sarcomas, en las que la expresion de los factores de
reprogramacion, aunque sin alcanzar la pluripotencia, logra disminuir
su tumorogenicidad al restaurar la capacidad de diferenciacion
defectiva en las células tumorales parentales. Esto puede deberse a que
la reprogramacion consigue revertir el patron de metilacion y
transcripcion aberrante de las células tumorales, como se demostrd
con la reprogramacion de células tumorales de pulmoén (Mahalingam
etal., 2012).

En conjunto, este trabajo muestra como la activacion oncogénica,
cuando se produce en un contexto previo al desarrollo tumoral, genera
un estado celular mas plastico, que facilita la reprogramacion celular.
Sin embargo, una vez establecida la transformacion completa,
mediante cooperacion entre distintos eventos oncogénicos, las células
adquieren una nueva identidad tumoral que se opone a la
reprogramacion hacia pluripotencia.

Los mecanismos comunes que regulan los procesos de
reprogramacion y transformacion oncogénica, sitian a la célula
somatica, en respuesta a la activacion de estos mecanismos, en un
balance entre ambos procesos. Sin embargo, el desequilibrio hacia un
lado u otro acaba por establecer identidades celulares, la pluripotencia
o la tumorogenicidad, incompatibles entre si y excluyentes. La
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identificacion de los mecanismos que se oponen a la reprogramacion
en las células tumorales resultaria de gran interés para comprender
mejor su identidad celular y para desarrollar nuevas estrategias que
permitan modularla con fines terapéuticos.
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1. La expresion de la forma activa del oncogén Ras favorece el
proceso de reprogramacion celular mediante la activacion de la via de
MAPK/ERK.

2. La via de RAS/MAPK/ERK se activa de manera endogena
durante la reprogramacion celular.

3. La expresion de Ras promueve cambios transcripcionales en
genes de identidad celular y de pluripotencia.

4. Ras estimula la reprogramacion celular de manera extrinsica.

5. La activacion oncogénica in vivo favorece la desdiferenciacion
celular.

6. La activacion oncogénica en el contexto de transformacion
celular dificulta la reprogramacion celular.

7. La expresion de Ras en cé€lulas transformadas es capaz de
inducir cambios transcripcionales en genes de identidad celular pero
no de inducir la expresion de genes de pluripotencialidad.

8. La reversion del estado transformado, mediante el apagado de
la expresion de Ras, permite la reprogramacion celular.

9. La expresion de los factores de reprogramacion en lineas
tumorales no permite su reprogramacion.

10. La expresion de los factores de reprogramacion in vivo parece
suponer un obstaculo para el crecimiento tumoral.
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