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1. RESUMEN

La senescencia celular es un fendmeno consistente en la detencion estable de la proliferacion
celular. Todas las células somaticas adultas normales estdn sometidas a este proceso y entran
en senescencia debido a su activacién por diversos estimulos. Sin embargo, las células
cancerigenas consiguen escapar a esta parada del ciclo celular dando lugar a la formacion de
tumores, por lo que podemos considerar a la senescencia como un mecanismo de proteccion
frente al cancer. No obstante, se ha comprobado que, pese a haber superado dicho obstaculo,
algunas células tumorales pueden entrar en senescencia mediante el tratamiento con
quimioterapicos. Palbociclib es un ejemplo de quimioterapico que actia en la via ciclina D-
cdk4/6-RB inhibiendo directamente a las kinasas cdk4/6, con lo que el ciclo celular no puede
progresar y se induce la entrada en senescencia de las células tumorales. No obstante, se
observd que algunas células tumorales son resistentes al efecto de Palbociclib y no entran en
senescencia tras su administracion. Esto es debido a alteraciones genéticas que producen
defectos como pueden ser la ausencia de proteina RB o la sobreexpresion de ciclina E1. En el
presente trabajo se usan vectores lentivirales para reducir la expresion de RB y para inducir la
sobreexpresion de ciclina El en la linea celular tumoral de mama MCF-7. Con ello, tratamos
de comprobar que dichos vectores son capaces en esta linea celular de impedir la entrada en
senescencia pese al tratamiento con Palbociclib y generamos unas lineas celulares estables
modelo de resistencia al farmaco.

2. INTRODUCCION

La senescencia celular se caracteriza por ser un proceso que consiste en la parada estable del
ciclo celular. Fue definida por Hayflick y Moorhead en 1961, mientras trataban de conseguir
una linea celular humana estable para utilizar en sus experimentos. Lo que se encontraron es
que tras un determinado numero sucesivo de divisiones celulares, las células dejaban de
dividirse y adoptaban una morfologia caracteristica (1). Se estableciéo como limite de Hayflick
el nimero de divisiones maximo que puede sufrir una célula antes de entrar en senescencia.

Sin embargo, las células cancerigenas pueden proliferar indefinidamente en cultivo sin entrar
en senescencia celular. Por ello, se ha descrito este proceso de parada del ciclo celular como
un mecanismo de proteccion frente al cancer (2).

2.1 Causas de senescencia

Hay distintos estimulos o estresores que pueden desencadenar senescencia celular (3).



2.1.1 Senescencia replicativa

Es la mencionada anteriormente definida por Hayflick y Moorhead; aunque ellos no sabian la
causa de su hallazgo, posteriormente se descubrieron los telomeros, que son secuencias de
ADN repetido varias veces que estan en los extremos de los cromosomas y que impiden que
se pierda material genético (se evita su degradacion y recombinacion) (4). En las células
somaticas adultas las ADN polimerasas no son capaces de replicar estos telomeros, por ello en
cada division celular se pierden bases nucleicas pertenecientes a éstos y cada vez los
telomeros se hacen mas cortos (5).

Llegado un punto se alcanza un tamafio minimo de los telémeros y es cuando la célula deja de
dividirse (se ha alcanzado un limite determinado de divisiones) y asi se evita la proliferacion
de estas células con los telomeros acortados (6).

Sin embargo, las células tumorales son capaces de evitar esta senescencia replicativa debido a
que expresan la enzima telomerasa que afiade nuevas repeticiones a los extremos de los
cromosomas, impidiendo con ello el acortamiento de los telomeros tras las sucesivas
divisiones celulares. (7)

2.1.2 Senescencia prematura inducida por estrés (SIPS, por sus siglas en inglés)

Existen distintos estresores que inducen senescencia por estrés. Entre los mas estudiados estan
el estrés oxidante, la exposicion a radiacion ultravioleta, la hiperoxia, el deterioro de la
autofagia, inhibicidon del proteasoma, entre otros (8). La parada proliferativa que supone la
senescencia es un mecanismo de defensa ante la proliferacion de células con el ADN
deteriorado.

El nivel de dafio acumulado en una célula determinara si una célula contintia su proliferacion,
entra en senescencia, entra en apoptosis o se necrosa (9).

2.1.3 Senescencia inducida por activacion de oncogenes (OIS)

Los oncogenes son versiones mutantes de genes que promueven una excesiva proliferacion
celular. La sobreexpresion de algunos oncogenes como RAS, RAF, AKT, E2F1/3, Ciclina E,
MOS y CDC6 (8), puede inducir también senescencia como mecanismo antitumoral (10). En
esta parada del ciclo celular se puede observar la sobreexpresion de los supresores de tumores
p53, pl6yp2l.

Mutaciones en el oncogén RAS y la supresion de la expresion de p53 y pl6 (11) son las
mutaciones mds frecuentes en tumores.

2.1.4 Senescencia por tratamiento con quimioterapicos

Los quimioterdpicos ejercen su funcidon causando un dafio en el ADN o inhibiendo una via
esencial para que progrese el ciclo celular, lo que resulta en apoptosis o senescencia de las
células tumorales. Hasta hace poco la unica forma de actuar era induciendo apoptosis, pues se
creia que las células tumorales no podian entrar en senescencia; pero Roninson demostré que
estas células si tienen la capacidad de experimentar este fendémeno (12-10). Esto ocurre in
vitro y se ha visto que también ocurre in vivo, ya que al extraer tejidos de pacientes tratados



también se observan células senescentes. Esto constituye un mecanismo de supresion del
desarrollo tumoral mediante estos quimioterapicos y puede influir en el mayor o menor éxito
de la terapia (11).

Debido a todo lo anterior, la senescencia causada por farmacos antitumorales es una
alternativa interesante para la terapia del cancer, que podria ademas tener menos efectos
secundarios que muchas otras terapias que se utilizan.

2.2 Caracteristicas de la senescencia
2.2.1 Parada del ciclo celular

La caracteristica mas importante de las células senescentes es la parada del ciclo celular en la
fase G1. Se ha definido que las células quiescentes presentan una parada del ciclo celular
reversible y las células senescentes una parada irreversible (12). No obstante, en afos
recientes se ha puesto en duda que la senescencia sea una parada irreversible, ya que en 2003
se logro revertir la senescencia replicativa al inactivar p53 en fibroblastos humanos de la linea
BJ y también se logr6 demostrar que cuando pl6 se encontraba en niveles altos, la
senescencia se mantenia, mientras que cuando bajaba se revertia la senescencia. Sin embargo,
en el mismo trabajo les fue imposible revertir la senescencia de fibroblastos humanos WI-38,
por lo que se sugiri6é que no es un evento universal para todas las células (13).

2.2.2 SASP

Las células senescentes presentan la secrecion de un complejo patron de citoquinas,
quimioquinas, factores de crecimiento, metaloproteinasas y especies reactivas de oxigeno,
conocido de manera global como SASP (Senescence Associated Secretory Phenotype). El
SASP modifica el microambiente y tiene actividad autocrina y paracrina (14).

El SASP puede tener efectos pleiotropicos aparentemente antagonicos, ya que puede activar al
sistema inmunologico para la eliminacion de las células senescentes, puede reforzar la propia
senescencia, la proliferacion, la diferenciacion, la angiogénesis. Pero por otra parte puede
estimular a las células para convertirse en tumorales (15).

2.2.3 Morfologia

Estas células sufren cambios morfologicos, son células aplanadas y de mayor tamarfio,
llegando a doblar el de sus vecinas no senescentes. Suelen también tener un citoplasma con
proyecciones alargadas (1,11).

2.2.4 Presencia de DNA- SCARS y SAHFs

Las células senescentes suelen presentar dafio o “cicatrices” en el ADN denominados focos
DNA-SCARS (Segments with Chromatine Alterations Reinforcing Senescence) (16) vy
cambios en la heterocromatina denominados SAHFs (Senescence Associated Heterocromatin
Foci) (17).



Hay evidencia de que los SAHFs promueven la expresion de RB y asi se produce una
represion estable de genes con papeles determinantes en la progresion del ciclo celular.

Un grupo de proteinas que son parte de SAHFs son las proteinas grupo A de alta movilidad,
las cuales al ser inactivadas junto con pl6, impiden la entrada en senescencia inducida por
oncogenes. Sin embargo, no en todos los modelos de senescencia se ha observado de
formacion de SAHFs (18).

2.2.5 Tincion B-galactosidasa asociada a senescencia (tinciéon SA-B-Gal)

El marcador mas utilizado para detectar senescencia es la tincion SA B-Gal, que supone la
deteccion de la actividad B-Galactosidasa a pH 6. Este marcador permite diferenciar las
células senescentes de las quiescentes, pues esta actividad no estda aumentada en la
quiescencia (19).

En las células senescentes hay un aumento de la masa lisosomal que supone un aumento de la
actividad B-Galactosidasa. Este aumento permite que la actividad sea detectada a un pH
suboptimo (Optimo seria a pH 4) (20, 21).

Se utiliza el sustrato cromogénico 5-bromo 4-cloro-3-indolil- B-D-galactopirandsido (X-Gal)
o su analogo fluorescente la fluorescein-di- 3-D-galactopirandsido (FDG) (22).

2.2.6 Rutas

La parada del ciclo celular que caracteriza a la senescencia se mantiene estable debido a las
rutas ARF-p53-p21 y pl6-cdk4-pRB, que son rutas supresoras de tumores (23). Cada una de
estas rutas actia debido a estimulos diferentes y posee diferencias segiin de qué especie se
trate. No es necesario que estén las dos rutas activadas para que las células entren en
senescencia, pero si existen interacciones entres ellas y se modulan la una a la otra (24).

Estas rutas se encuentran al inicio de la cascada de senescencia, por lo que los tumores pueden
adquirir mecanismos de retroalimentacion para bloquear el resultado de senescencia a pesar
de expresar altos niveles de estos marcadores. Debido a esto, para definir un cultivo celular
como senescente, varios marcadores deben ser identificados conjuntamente.

- Ruta ARF-p53-p21
P53 es un factor de transcripcion cuya actividad se encuentra aumentada por la proteina ARF
en respuesta a una gran variedad de formas de estrés celular (25). A su vez, p53 promueve la

expresion de p21.

Una reduccion en la expresion de pS3 o p21 puede llegar a impedir la senescencia o revertir el
proceso cuando este ya se ha producido.

- Ruta p16-cdk4-Rb

Las proteinas del retinoblastoma (RB) son una familia de proteinas que se encargan de
reprimir la expresion génica y con ello la progresion del ciclo celular. Para realizar dicha



funcién, RB se une e inhibe factores de transcripcion de la familia E2F (formados por dimeros
de la proteina E2F y por una proteina DP). De este modo la célula queda estancada en la fase
G1 del ciclo celular. Ademas, el complejo RB-E2F/DP también produce la uniéon de una
histona deacetilasa (HDAC) a la cromatina, lo cual también disminuye la transcripcion de
factores que promueven la entrada en fase S (26).

Cdk4/6 son unas proteinas quinasas dependientes de las ciclinas D que se encargan de
fosforilar a las proteinas del retinoblastoma (RB), inhibiendo asi su unién con E2F/DP y
permitiendo asi la progresion del ciclo celular. Uno de los reguladores de esta ruta es p16, que
inhibe la actividad de cdk4, de modo que al activarse pl6 se impide la proliferacion celular
(por lo que es un importante supresor de tumores) (27).

Los inhibidores de cdk4/6, como Palbociclib, se utilizan en la actualidad como terapia frente
al cancer ya que impiden la fosforilacion de RB y, como consecuencia, reprimen al factor de
transcripcion E2F, impidiendo con ello la progresion del ciclo celular y causando la entrada
en senescencia de las células tumorales. De este modo, con estos inhibidores de cdk4/6 se
busca la senogénesis (induccion de senescencia) (28).

Esta ruta es paralela a la de p53, ya que RB depende también de la expresion de p21. Cuando
pS3 esta activo, induce la expresion de p2l, y a su vez este inhibidor de cdks inhibe la
fosforilacion de RB y por tanto se produce la entrada en senescencia.

Ademas, la ruta de pl6-cdk4-RB es la encargada de la generacion de SAHFs, silenciando de
forma permanente los genes necesarios para la progresion del ciclo celular (15).

2.3 Senescencia, envejecimiento y cancer

La cantidad de células senescentes en un organismo aumenta con la edad, y este niimero
también es mayor en patologias relacionadas con el envejecimiento. Se pueden observar
marcadores y caracteristicas de senescencia en tejidos o cultivos celulares con mas
envejecimiento que otros. Por ejemplo, se ha observado en organismos con mayor actividad
de p53 de lo normal, que muestran sintomas de envejecimiento prematuro (29).

La senescencia también se asocia con la pérdida de pluripotencia de las células madre,
limitandose asi la capacidad regenerativa de los tejidos y contribuyendo al envejecimiento
(30).

La tincién de SA-B-Gal también se ve aumentada en tejidos de células mas envejecidos que en
los mas jovenes (10).

Ya hemos mencionado que la senescencia es un mecanismo protector frente al cancer debido
a la parada del ciclo celular (impide la proliferacion de las células) (31).

En las lesiones neoplasicas premalignas las células senescentes son abundantes, mientras que
en estadios mas avanzados del cancer estan casi ausentes (10).



Por tanto, la pérdida de la capacidad de senescencia es un paso muy importante en el
crecimiento tumoral, que se debe fundamentalmente a mutaciones en las rutas ARF-p53-p21 y
pl6-cdk4-RB.

Sin embargo, a pesar de este efecto supresor de tumores de la senescencia, también se ha
observado un efecto favorable a la tumorogénesis debido a senescencia, mediante la
promocion de rasgos de cancer y la inactivacion del sistema inmunologico. Asi que hay un
efecto dual y aparentemente contradictorio en el rol de la senescencia en relacion con el
cancer (32).

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivos celulares

Las células HEK293T (Human Embryonic Kidney 293 cells, células de rifion embrionario
humano 293) y MCF-7 (Human Breast Adenocarcinoma cells, estrogen receptors positive,
her2/neu negative; células de adenocarcinoma de mama humanas, receptores de estrogeno
positivas, her2/neu negativas) empleadas en los experimentos realizados, se cultivaron con
medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, medio de Eagle modificado
por Dulbecco, Sigma), suplementado con 10% de FBS (Fetal Bovine Serum, Suero Fetal
Bovino, Sigma), 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma) y 1% de glutamina (Sigma). Se
realizaban pases de mantenimiento cada 3 dias, manteniéndolas en un incubador cuyas
condiciones eran 37°y 5% de CO2.

Para la congelacion de estas células en crioviales, se utiliz6 FBS (Fetal Bovine Serum, Suero
Fetal Bovino, Sigma) al 10% de DMSO (dimethyl sulfoxide, dimetil sulfoxido, Sigma).

3.2 Purificacion de plasmidos

Los plasmidos de interés con los que posteriormente se iba a hacer transfeccion y
transduccion se hallaban en el interior de bacterias Escherichia coli, por lo que fue necesario
extraerlos (purificarlos).

El sembrado de las bacterias se hizo en LB agar (Agar Luria) con ampicilina 100 pg/mL y se
dejaron crecer toda la noche en la estufa a 37°. Al dia siguiente, se pusieron a precrecer una
colonia de bacterias de cada uno de los pladsmidos en medio LB (preparado previamente) en
matraces Erlenmeyer con ampicilina y se dejaron en el agitador orbital a 200 rpm
(revoluciones por minuto) toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugd en tubos Falcon el
contenido de los matraces Erlenmeyer con las bacterias que habian estado creciendo a 3900

rpm.

Lo siguiente fue la purificacion de los pldsmidos que estas bacterias contenian en su interior
con el Kit NucleoBond Xtra Midi (Macherey-Nagel) con sus respectivos buffers. Al final del
proceso, hubo que medir en un espectrofotdmetro la concentracion de cada pldsmido obtenido
en cada tubo Eppendorf y finalmente guardarlos en el congelador de -20°.



3.3 Transfeccion y transduccion

Para producir los lentivirus se utilizaron las células HEK293T, las cuales fueron sembradas
5x10°) 8 horas antes de hacer la transfeccion. Para la transfeccion se utilizo el plasmido de
interés en cada caso y los empaquetadores lentivirales correspondientes, en una proporcion
1:(1,1,1,1), empleando 5 ng de ADN en cada placa.

Los plasmidos de interés utilizados fueron: pIlnducer20 Cyclin E1, plko-RBI-shRN19, plko-
RBI-shRNA19. Los plasmidos de control utilizados fueron: pInducer20 empty vector y plko-
sh scrambled. Los plasmidos empaquetadores utilizados: pLpl, pLp2, pLVSVG.

Se prepar6 una mezcla con los anteriores pldsmidos y un reactivo favorecedor de la
transfeccion, el PEI (Polyethylenimine, polietilenimina) en una proporcion 1:6 (ADN/PEI)
completando con DMEM sin suplementar hasta alcanzar un volumen final de 500 pl por placa
p100. Después se procedido a homogeneizar los 500 pl de muestra en un vortex durante 5
segundos y se dejo incubar 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se afadio esta
mezcla a cada una de las placas p100 de HEK293T.

Al dia siguiente de la transfeccion, se lavaron con PBS las placas de HEK293T y se les
cambi6 el medio. También se plaquearon 1,2x10° células por placa p100 de MCF7.

Para realizar la transduccion, 12 horas después, se recogidé el medio condicionado de las
cé¢lulas HEK293T que contiene las particulas lentivirales que portan nuestros plasmidos de
interés, sustituyéndolo por medio fresco. El medio recogido se filtré a través de un filtro de
PVDF (polyvinylidene fluoride, fluoruro de polivinilideno) de 0,45 um (JetBiofil), y se le
afiadié Polybrene (Sigma) a 8 pg/mL, el cual facilita la entrada de las particulas virales en las
células. Luego se procedid a sustituir el medio de las MCF-7 sembradas anteriormente por
este medio recogido con polybrene. Este proceso se repitido 3 veces durante 36 horas, con
incubaciones con medio condicionado cada 12 horas y, en la tltima ronda, se cambi6 el medio
a las MCF-7 transducidas por medio fresco.

Una vez completada la transduccion, fueron seleccionadas con el antibidtico puromicina las
células MCF-7 con los plasmidos plko-RBI/-shRNA19, plko-RBI-shRNA63 y plko-sh
scrambled a 1 pg/mL y el antibidtico G418-Neomicina (Sigma) para las células MCF-7 con
los plasmidos pInducer20 Cyclin El y pInducer20 empty vector. En este ultimo caso se
realizd una curva dosis-respuesta y se concluyd que la concentracion deseada a la que so6lo
sobrevivian las células de interés era 800 pg/mL de neomicina.

3.4 Expresion de los plasmidos
Los plamidos plko-RBI-RNA19, plko-RBI-RNA63 son de expresion constitutiva, asi que no
es necesario afiadir ninguna sustancia para que se expresen. Sin embargo, los plasmidos

pInducer20 Cyclin E1 y pInducer20 empty vector, son de expresion inducible, por lo que era
necesario afiadirle doxiciclina 1 pg/mL a las células cada dos dias, en tres ciclos.

3.5 Clonogenicidad



Para ver los efectos del quimioterapéutico Palbociclib, se hizo un estudio de clonogenicidad.
Lo primero fue sembrar placas de 1,2x10° células MCF-7 en placas p100 y tratarlas cada tres
dias con Palbociclib 0,5 uM durante 3 ciclos (las células con los plasmidos pInducer20 Cyclin
El y pInducer20 empty vector, eran tratadas al mismo tiempo con doxiciclina).

Después se sembraron en placas multiwell p6 10.000 células en cada pocillo, sembrando tres
pocillos de cada plasmido. Estas células fueron posteriormente tratadas con Palbociclib 0,5
UM (y con doxiciclina las MCF-7 con pInducer20 cyclin E1 y con pInducer20 empty vector)
cada 3 dias durante dos semanas.

A continuacion se procedio a la tincidn con cristal violeta, para lo cual se lavaron los pocillos
de las placas p6 con PBS, después se echd glutaraldehido 4% y se dejé 10 minutos a
temperatura ambiente, luego se lavo con PBS dos veces y se procedid a echar cristal violeta y
a incubar durante 25 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se lavaron las placas con
agua.

Finalmente se procedio a medir la densidad optica, la absorbancia. Para ello, en la campana de
gases, se echo acido acético al 5 % en cada uno de los pocillos de cada placa p6 (0,5 mL por
pocillo) y se dejé incubar 5 minutos. Después se ech6 un triplicado de cada muestra en una
placa p96 (100 mL por pocillo), usando el acido acético como blanco. La absorbancia fue
medida en el lector de placas VERSAmax micro plata reader (Molecular Devices) con una
longitud de onda de 540 nm.

3.6 Tincion B-galactosidasa asociada a senescencia

Se procedio a retirar el medio, a lavar dos veces con PBS y a la fijar las células a temperatura
ambiente 15 minutos con la solucion de fijacion: 2% formaldehido y 0,2% glutaraldehido. A
continuacion se lavo con PBS tres veces y se afiadid la solucion de tincion: 40 mM buffer
acido citrico/fosfato a pH 6,0, 5 mM K3Fe(CN)6, 5 mM K4Fe(CN)6, 2 mM MgCl2 y 1mg/ml
del sustrato X-Gal. Se dejo incubar toda la noche, en una estufa a 37°. Al dia siguiente se
retird la solucion de tincion, se lavo con agua dos veces y se conservo en PBS a 4°.

3.7 Extraccion y cuantificacion de proteinas
- Extraccion

En primer lugar, se obtuvo un pellet seco de los cultivos celulares que teniamos. Para ello se
lavaron los cultivos con PBS, y en el altimo lavado se recogieron las células. Después se
centrifugd 5 minutos a 900 rpm, se retird el medio y se resuspendid el pellet en PBS,
volviendo a centrifugar a 5 minutos a 3000 rpm en frio. Después se elimind el sobreafiddanse
y se conservo a -80°.

Dias después se procedio a la lisies de las células del pellet con tampon RIPA (150 mM NaCl,
10 mM Tris-HCI pH 7,5; 0,1% SDS, 1% Triton x100, 5 mM EDTA pH 8,0 y 1% desoxicolato
sodico) con los inhibidores (I mM ortovanadato sédico, | mM PMSF, 1 mM DTT, 4 mM
NaF y coctel de inhibidores de proteasas (Sigma). A continuacion, se incubd a 4° durante 20
minutos y después se centrifugd 15 minutos a 13.200 rpm a 4°.
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- Cuantificacion

Las muestras obtenidas de proteinas se cuantificaron mediante el método de Bradford,
empleando el kit comercial DC protein Assay Bio-RAD. La recta de calibrando utilizada se
construyd con concentraciones crecientes de BSA (Bovine Serum Albumin, albiumina de
suero bovino, Sigma), y la absorbancia fue medida en el lector de placas VERSAmax micro
plate reader (Molecular Devices) con una longitud de onda de 750 nm.

3.8 Waestern blot

Las proteinas se separaron mediante una electroforesis utilizando geles al 12% de
poliacrilamida (solucion 30% Acrilamida/Bis 29:1, BIO-RAD). Lo siguiente fue transferirlas
a membranas de PVDF de 0,45 um (Millipore) y se incubaron con anticuerpos primarios y
secundarios, acoplados estos ultimos a HRP (Horseradish Peroxidase, peroxidasa de rabano
picante). Finalmente, para detectar la presencia de la union de antigeno-anticuerpo, se utiliz6
un sistema de quimioluminiscencia basada en ECL (Enhanced ChemioLuminiscence,
quimioluminiscencia aumentada), seguido de una exposicion a pelicula autorradiografica y un
revelado.

Los anticuerpos utilizados fueron: anti-p-RB (rabbit monoclonal; dilucion 1:1000), anti-RB
(mouse monoclonal, 1:2000), anti-Cyclin E1 (rabbit polyclonal, 1:1000), anti- B-actina
(mouse polyclonal, 1:5000), anti- - tubulina (rabbit polyclonal, 1:1000).

4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las células tumorales durante la tumorogénesis escapan al control de mecanismos supresores
de tumores como es la senescencia celular. Pese a ello, algunos tratamientos con agentes
quimioterapicos pueden inducir la senescencia celular en estas células. En el presente trabajo
se estudia la respuesta de senescencia celular en células tumorales MCF-7 tras la
administracion del quimioterapico Palbociclib y también la resistencia a la respuesta de
senescencia tras la administracion de este farmaco en células con una gran disminucion de RB
y en células con una sobreexpresion de Cyclin E1. Para ello nos hemos propuesto:

- Generar lineas de células MCF-7 con una reduccidon en la expresion de RB y lineas de
células MCF-7 con una sobreexpresion de Cyclin E1.

- Caracterizar la respuesta de senescencia celular tras la administracion de Palbociclib en

células MCF-7 sin modificaciones, en células MCF-7 con una gran disminucion de RB y en
células MCF-7 con una sobreexpresion de Cyclin E1.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Expresion de RB y Cyclin E1

El objetivo principal era generar dos lineas de células tumorales humanas MCF-7 con poca
expresion de la proteina RB (MCF-7 plko-RBI-shRNA19 y MCF-7 plko-RB1-shRNAG63) y
una linea de MCF-7 con una sobreexpresion de Cyclin E1 (MCF-7 pInducer20 Cyclin E1).
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Para poder alcanzar dicho objetivo fue necesario primero introducir los plasmidos de interés
en las células MCF-7. Para ello, se procedié a la transfecciéon de las mismas mediante la
generacion de particulas lentivirales en la linea celular HEK293T. Se cotransfectaron dichas
células con los plasmidos plko-RBI-shRNA19, plko-RBI-shRNA63, plko-sh scrambled,
pInducer20 Cyclin E1, pInducer20 empty vector, junto con los vectores empaquetadores, lo
que permite la generacion de particulas lentivirales que portan nuestros genes de interés. Los
plasmidos plko-sh scrambled y pInducer20 empty vector sirvieron de controles negativos,
pues las células que los contenian no tendrian la reduccion en la expresion de la proteina RB
ni la sobreexpresion de Cyclin El (estas ultimas al ser tratadas con doxiciclina),
respectivamente.

Para controlar el proceso de transfeccion en HEK293T se utilizé también el plasmido c-fugw,
puesto que este plasmido codifica GFP (Green Fluorescent Proteinas), una proteina verde
fluorescente que puede ser observada con el microscopio de fluorescencia.

Una vez que se comprobo la eficacia de la transfeccion, se procedié a la transduccion
lentiviral de las células MCF-7 y su posterior seleccién con puromicina (las de los plasmidos
plko-RBI-shRNA19, plko-RB1-shRNA63 y plko-sh scrambled) y con G418 neomicina (las de
los plasmidos pInducer20 Cyclin E1 y pInducer20 empty vector).

Las células con los plasmidos plko eran de expresion constitutiva, mientras que a las
pInducer20 habia que tratarlas con doxiciclina 1 pg/mL para que expresasen los genes de
interés.

Por tanto, se sembraron 1,2x10° de células MCF-7 plko-RBI-sh-RNA19, de MCF-7 plko-
RBI1-shRNA63 y de MCF-7 plko-sh scrambled y se trataron con Palbociclib cada tres dias, en
tres pautas. Posteriormente se recogi6 el pellet seco de dichas células. También se recogié el
pellet seco de células MCF-7 plko-RBI-shRNA19, MCF7 plko-RBI-shRNA63 y MCF-7
plko-sh scrambled que habian sido sembradas (1,2x10%) sin tratar con ningin compuesto.

Se procedié por tanto a la preparacion de extractos de proteina, la cuantificacion de la

concentracion de proteina total y la realizaciéon de Western blot para comprobar la expresion
de p-RB y RB.
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Comprobacion de la expresion de la Cyclin E1 en las MCF-7 pInducer20
Cwclin E1 v en las MCF-7 plnducer20 empty vector, tratadas con diferentes
dosis de doxvciclina en una pauta v en dos pautas.

Pudimos observar el efecto esperado, una gran disminucion de p-RB y de RB en las MCF-7
plko-RBI-shRNA19 con respecto a las MCF-7 plko-sh scrambled (ambas sin tratar con
Palbociclib). Y en las MCF-7 plko-RB1-shRNA19 y las MCF plko-sh scrambled tratadas con
Palbociclib observamos también esa gran disminucioén de p-RB y de RB, y esta vez ocurre en
ambas lineas celulares, como también cabia esperar. Con ello hemos comprobado que el
plasmido plko-RB7-shRNA19 funciona correctamente respecto a su control negativo.

Por otro lado, se sembraron 1,2x10° células MCF-7 pInducer20 Cyclin El1 y de MCEF-7
pInducer20 empty vector. Se seleccionaron con neomicina a 800 pg/mL durante dos semanas
cada tres dias. A continuacion, se sembraron cuatro placas p60 de cada linea celular, con
600.000 células cada placa. A cada placa de las cuatro de cada linea, se le echaron 0 pg/mL,
0,1 pg/mL, 0,5 pg/mL y 1 pg/mL de doxiciclina respectivamente. Dos dias después se
renovaron las dosis de doxiciclina de estas placas y ademds se sembraron otras cuatro nuevas
placas de cada linea celular echandole las mismas dosis de doxiciclina. Y finalmente dos dias
después de este ultimo paso, se recogio el pellet seco de todas las placas p60. Asi que hubo 4
placas de cada linea celular que llevaron dos pautas de las dosis de doxiciclina y otras cuatro
placas de cada linea celular que solo llevaron una pauta de cada dosis de doxiciclina. Con el
pellet seco se procedid por tanto a la preparacion de extractos de proteina, a la cuantificacion
de la concentracion de proteina total y la realizacion de Western blot para comprobar la
expresion de la Cyclin E1.
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Comprobacion de la expresion de p-RB v RB en las células MCF-7 plko-RBI-shENA19 v MCF-7
plko- sh scrambled mediante Western blot. Sin tratar con palbociclib v tratadas con palbociclib.

Pudimos observar por tanto como la expresion de Cyclin E1 es mayor en las MCF-7
pInducer20 Cyclin E1, que en las MCF-7 pInducer20 empty vector y que, a mayor dosis de
doxiciclina, aumentaba un poco la expresion de la Cyclin El. Por lo tanto, asi hemos
comprobado que el pladsmido pInducer20 Cyclin E1 funciona correctamente respeto a su
control negativo.

5.2 Caracterizacion de senescencia celular

5.2.1 Cambios morfologicos

En las células MCF-7 plko-RBI-shRNA19, MCF-7 plko-RBI-shRNA63, MCF-7 plko-sh
scrambled tratadas con Palbociclib 0,5 pM, cada tres dias (tres pautas), se pudo observar que
las del sh contra RB, proliferaban adecuadamente y no cambiaba su morfologia (eran
resistentes a Palbociclib); mientras que las del control negativo no proliferaban y adquirian
una morfologia caracteristica: grandes, aplanadas y con mas vacuolas. Por lo tanto, obtuvimos
los resultados esperados.

Las células MCF-7 plnducer20 Cyclin E1 y MCF-7 empty vector, fueron tratadas con
doxiciclina 1 pg/ml cada dos dias (tres pautas) y posteriormente se sembraron 1,2x10° de cada
linea y fueron tratadas con Palbociclib 5 uM cada tres dias (tres pautas), a la vez que con
doxiciclina. Se observd después de este tratamiento que las MCF-7 Cyclin E1 proliferaban
correctamente y no cambiaba su morfologia (restistencia a Palbociclib), sin embargo las
MCF-7 empty vector no proliferaban y su apariencia era grande, aplanada y con mas vacuolas.

5.2.2 Tincion B-galactosidasa asociada a senescencia
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Una vez estudiados los cambios morfologicos producidos en las células tras el tratamiento con
Palbociclib, se procedié a realizar una SA-B-Gal. Esta tincion es el marcador mas aceptado
para identificar la senescencia en un cultivo celular.

En las células senescentes hay un aumento de los lisosomas, por lo que hay un aumento en la
enzima [3-galactosidasa. Al poner estas células en contacto con el sustrato x-gal a un pH
suboptimo (pH 4,0), se forma un precipitado azul. Segiin haya mas o menos tincion, hay mas
0 menos senescencia.

B-gal

s & C ~
sh- scrambled shRNA19 shRNAS3

Tincién SA-B-gal en células MCF-7 plko- RB1- shRNA19, MCF-7 plko-RB1- shENA63 v MCF-7 plko-
sh scrambled. El aumento de la proporcién de células de color azul en las MCF-7 plko- sh scrambled es
debido a un aumento en la proporcion de células senescentes.

En las células MCF-7 plko-RBI-shRNA19 y plko-RBIshRNAG63 tratadas con Palbociclib, se
observé un menor porcentaje de células tefiidas y una menor intensidad de tincién que en las
MCF-7 plko-sh scrambled (estas ultimas estaban mucho mas tefiidas). Por lo tanto, se
corrobord asi también que las sh-RB1 son resistentes a Palbociclib (no entran en senescencia).

B-gal

H"f‘f g A g 5 - E
(5257 AR P T 5l

empty vector cyclin E1
Tincidon SA-B-gal en células MCF-7 pInducer20 Cyclin E1 v MCF-7 plnducer20
empty vector. El aumento de la proporcion de células de color azul en las MCF-7

pInducer?0 empty vector es debido a un aumento en la proporcion de células
senescentes.

En las células MCF-7 pInducer20 empty vector se observd un mayor porcentaje de células
tefiidas y una mayor intensidad de tincion con respecto a las MCF-7 pInducer20 Cyclin E1,
aunque la diferencia entre la tincion de las células con el plasmido de interés y las células con
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el vector vacio es menor que lo observado en las MCF-7 sh-RBI. También se observd mucha
mas proliferacion celular en la placa con las células MCF-7 pInducer20 Cyclin E1 que en la
placa con las MCF-7 pInducer20 empty vector, lo cual es consistente con que estas Ultimas
presentan mucha mas senescencia.

5.3 Clonogenicidad

Las células MCF-7 plko-RB1-shRNA19, MCF-7 plko-RBI-shRNA63 y MCF-7 plko-sh
scrambled, MCF-7 pInducer20 Cyclin E1 y MCF-7 empty vector, después de ser tratadas con
Palbociclib 0,5 uM cada tres dia (y en tres pautas) se sembraron en placas multiwell p6
10.000 células en cada pocillo, sembrando tres pocillos de cada plasmido. Y se trataron con
Palbociclib 0,5 uM durante catorce dias (las pInducer 20 fueron tratadas al mismo tiempo con
doxiciclina). Después se hizo la tincion de cristal violeta y se midio6 la absorbancia en el lector
de placas.

sh scrambled

shRNA19

sh scrambled

M absorbancia

shRNAG63

empty vector

cvelin E1

Tincién de cristal violeta en las MCF-7 plko-RB1-shRNA19, MCEF-7 plko-FEB1-shRNA63, MCF-7 pInducer20
Cyclin E1 v sus respectivos controles negativos. La grifica muestra la absorbancia de cada linea celular: los
niveles de significancia son: *** cuando p=0,001, ** cuando p<0,01 ¥ * cuando p=0,5.

Tras dicha tincidn, se observd que hubo mucha mas proliferacion celular de las MCF-7 plko-
RBI1-shRNA19 y en las MCF-7 plko-RBI-shRNA63 que en las MCF-7 plko-sh scrambled.
Fue algo mayor la proliferacion de las MCF-7 plko-RBI-shRNA63 que de las MCF-7 plko-
RBI-shRNA19.

Hubo también una notoria mayor proliferacion de las MCF-7 plnducer20 Cyclin El
comparado con las MCF-7 pInducer20 empty vector.

Después de medir la densidad 6ptica, se observo una notable mayor absorbancia en las MCF-

7 plko-RB1-shRNA19, MCF-7 plko-RBI-shRNA63 y MCF-7 pInducer20 Cyclin EI respecto
a sus controles negativos.

6. CONCLUSIONES
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- Hemos generado con éxito tres lineas celulares tumorales de células de adenocarcinoma
mamario MCF-7, dos de las cuales tienen un shRNA contra el gen RBI (MCF-7 plko-RB1-
shRNA19 y MCF-7 plko-RBI-shRNAG63), y otra linea que presenta una sobreexpresion
inducible de la Cyclin E1 (MCF-7 pInducer20 Cyclin E1).

- Se ha comprobado que las MCF-7 plko-RBI presentan una disminucioén dréstica de la
proteina RB (p-RB y RB). También se ha visto que las MCF-7 plnducer20 cyclin El
presentan una sobreexpresion de Cyclin El, que es mayor cuanto mayor es la cantidad de
doxiciclina con la que han sido tratadas.

- El tratamiento con Palbociclib no induce senescencia en estas células MCF-7 con el shRNA
contra RB1 ni en las células MCF-7 con sobreexpresion de Cyclin E1.
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