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Introduccion

1. El ciclo celular

El ciclo celular es un proceso complejo implicado en el crecimiento y proliferacion celular, en la
regulacion del mecanismo de reparacion del dafio en el DNA, en la hiperplasia en tejidos como
respuesta a una lesion, y en enfermedades como el cancer. Existen numerosas proteinas
implicadas en el desarrollo del ciclo que culmina en la mitosis y la formacion de dos células

hijas.

Las proteinas principales encargadas de la regulacion del ciclo celular son las kinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) y las ciclinas. Estas proteinas controlan la progresion celular a
través de sus diferentes estadios, que comprenden las fases G1, S, G2 y M. El ciclo puede
dividirse morfoloégicamente en Interfase y fase M (mitosis), esta a su vez implica la profase,

metafase, anafase y telofase. La interfase a su vez incluye G1, S y G2.

CELULAS

)QUIESCENTES

PUNTODE |
RESTRICCION

Figura 1. Esquema de la progresion del ciclo celular. Después de la fase de mitosis, una
célula puede diferenciarse, entrar en el estadio de quiescencia o reentrar en el ciclo celular.
La progresion del ciclo es regulada por varios complejos ciclina-CDK.

Es importante sefialar que s6lo una parte del ciclo esta regulada por factores mitogénicos, que
generan los eventos necesarios para la progresion a través de G1. Esta parte del ciclo se
denomina G1 temprano, durante esta fase las células pueden tomar la decision de replicar el
DNA vy dividirse o, de forma alternativa, salir del ciclo y entrar en un estadio de no division

denominado quiescencia (G0). Cuando las células son estimuladas con factores de crecimiento
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entran nuevamente en el ciclo desde GO, necesitandose la presencia de estimulos mitogénicos
hasta llegar al denominado punto de restriccion. Una vez superado, el ciclo se hace autdbnomo y
ya no es necesaria la presencia de estos estimulos para completar las fases siguientes (Sherr et

al., 2000).

1.1 Regulacion del ciclo celular: ciclinas y ciclinas dependientes de kinasa

(cdks).

Las cdks son una familia de serina/treonina kinasas, cuya activacion se debe a
fosforilaciones/defosforilaciones y a su union con subunidades reguladoras o ciclinas con los
que forma heterodimeros. El primer miembro de la familia cdk (el ahora conocido como cdk1)
fue identificado en un screening genético de mutantes de Schizosaccharomyces pombe y
Saccharomyces cerevisiae los cuales presentaban defectos genéticos en la division del ciclo
celular (Russell y Nurse, 1986). Esta proteina fue denominada cdc2 en S pombey CDC28 en S
cerevisiae, y mostro ser indispensable para la progresion del ciclo celular. Poco después, se
detectaron proteinas homologas en lineas celulares humanas (Draetta et al., 1987; Lee y Nurse,
1987). Asi, de forma secuencial se clonaron otros dos miembros de la familia cdk en
experimentos independientes. Por un lado Hanks clon6 un gen al que denomin6é PSK-J3
hibridando el cDNA de la libreria gendémica de la linea celular Hela, con oligonucle6tidos
homoélogos a las serina/treoninas kinasas (Hanks et al., 1987). Por otro lado experimentos
basados en complementacion de mutantes cdc2 de S. cerevisiae o en su capacidad de interaccion
con ciclina A, permitieron aislar a otra nueva cdk, conocida hoy en dia como cdk2 (Elledge y
Spottswood, 1991; Tsai et al., 1991). Por esa misma época y gracias a los avances aportados por
la técnica de la PCR se lleg6 a la identificacion de nuevos miembros de la familia cdk. Algunos
de esos miembros se designaron como PSSALRE o PLSTIRE en base a la secuencia de

aminodcidos de un dominio altamente conservado (Meyerson et al., 1992).

Para unificar a esta familia emergente, los cientificos que asistieron al Cold Spring Harbor
Symposiun en 1991 decidieron adoptar el término de ciclinas dependientes de kinasas. Como
consecuencia de esto cdc2 pasdé a denominarse cdkl, PSK-J3 se renombrdé como cdk4 y

PSSALRE y PLSTIRE se convirtieron en cdk5 y cdk6 respectivamente. Posteriormente se han
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clonado y caracterizado otros miembros de la familia de cdks en mamiferos, como es el caso de
cdk7 (Fisher y Morgan, 1994), cdk8 (Tassan et al., 1995), cdk9 (Grana et al., 1994), cdk10
(Grana et al., 1994) y cdkll (Xiang et al., 1994). Sin embargo existe otro gran grupo de
proteinas que presentan un alto grado de homologia con la familia cdk, pero que no han podido
ser formalmente designadas con ese nombre debido a que no se ha encontrado su subunidad
activadora o ciclina. Dentro de este grupo estan los miembros de PCTAIRE o PFTAIRE, asi
como CCRK, CHED y CRKY7.

El término ciclina surgid del estudio de unas proteinas detectadas en huevos de erizos de mar,
donde vieron que eran sintetizadas y degradadas de forma ciclica, es decir, durante los distintos
ciclos de division. Estas proteinas fueron clonadas y se demostrd que promovian la meiosis en
oocitos de Xenopus laevis (Evans et al., 1983; Hunt, 1989). La conexion bioquimica entre cdks
y ciclinas se encontr6é en 1989 cuando un grupo de investigadores demostr6 la asociacion de
cdkl con ciclina A y ciclina B. Las ciclinas C, D y E fueron identificadas por su asociacion a

cdks en mutantes de S. cerevisiae (Xiong y Beach, 1991).

Recientemente, el analisis del genoma humano ha permitido identificar al menos 29 genes que
codifican proteinas similares a las ciclinas, dado que poseen un dominio altamente conservado
que consta de 150 aminoacidos que componen la denominada “ciclin-box”. Este dominio esta
formado por 5 regiones helicoidales y es la responsable de la union a las cdks o a otras
proteinas. Aunque estas proteinas reciben el nombre de ciclinas, en la mayoria de los casos no

se conoce su regulacion a través del ciclo (Malumbres y Barbacid, 2005).

1.1.1 Papel de los complejos ciclina/cdk en la progresion del ciclo celular: El modelo
clasico

Para la activacion de todas las cdks se requiere que estén formando complejo con sus
subunidades reguladoras positivas, que en la mayoria de los casos son las ciclinas. Cada una de
las fases del ciclo celular esta caracterizada por la expresion de un tipo de ciclina, esta
fluctuacion en los niveles de ciclinas representa el primer mecanismo por el cual se regula la
actividad de cdk. Esto permite que en cada fase del ciclo se active la cdk correspondiente,

debido que su ciclina reguladora se sintetiza de forma dependiente a cada fase del ciclo.



Introduccion

Tabla 1. Familia de cdks de mamiferos

Simbolo

CDK3
CDK4

(0))) ¢

CDK6

CDK7

CDKS8

CDK9
CDK10
CDK11

PITSLRE

PFTAIRE1

PFTAIRE2

PCTAIRE1

PCTAIRE2
PCTAIRE3
CRK7

CHED

CCRK

Sinonimos

Cdc2, Cdc28

PSK-J3

MO15, CAK,
STK

K35

Cdc2L1,
Cdc2L2

Pfik1

Pctkl, Crk5
Pctk2
Pctk3

CrkRS, CD2L7

Cdc2L5

Ciclinas

activadoras

(otras
ciclinas)

Al, A2, B1, B2
(E, B3)

Al, A2, El, E2
(D1, D2, BI,
B3)

El, B2, Al, A2,
C

D1, D2, D3

p35,p39 (D, E,
G)

D1, D2, D3

C
T1, T2, K
Desconocido
L1,L2 (D)

Desconocido
Desconocido

Desconocido
Desconocido
(Cablesl)
Desconocido

Desconocido

Desconocido

Substratos

Actopaxina, APC, BARDI, BRCA2, Caldesmon, Cdc7,
Cdc20, Cdc25A, Cde25C, Cdhl, Cdk7, C/EBP, CKII,
Dineina, Distrofina, EF-1, Eg5, EGFR, FANG, Fos, GFAP,
GM130, GRASP65, Histona H1, Hhr6 A, HMG-I(Y),
IFAP300, KRC, Receptor de Laminina (A,B, y C), Lastl,
MAPI1B, Marcks, MCM2, MCM4, MKLP1, Myb, NBP60,
Neurofilamentos H, NF-I, Nir2, Npm, NPC, Nucleolina,
Nucks, Numatrina, Orcl, p18, p47, p53, pS4NRB, PAP,
Plectina, PP1.12, pRB, R2, Rab4, Rapl GAP, RCC1, Rlla,
S6K 1, Sam68, Separasa Ski, Survivina, mSTI1, Tau,
Vimentina, Timidina kinasa
BARDI1, B-Myb, BRCA1, BRCA2, CBP/p300, Cdc6,
Cdc7, Cdk7, Cdtl, C/EBPB, DP1, hHR6A, HIRA ku70,
Marcks, MCM2, MCM4, MyoD, NPAT, Npm, p107,
p21*, p27" p53, pRB, R2, RPA, Smad3, Timidina
kinasa

Cablesl

Cdtl, Marcks, p107, p130, pRB, Smad3

Cables, Anfifisinal, Doblecortin, Munc18, p53, Pctairel,
Inhibidor de la proteina fosfatasal, PSD95, Stat3, mSds3,
Sinapsinal, Tiroxina hidroxilasa

pl107, p130, pRB

Cdk1-cdk6, p53, RARy, RNA pol I

RNA pol IT
PRB, RNA pol I

Desconocido
9G8, Ciclina L

Desconocido
Desconocido

Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido

RNA pol II

Desconocido

Desconocido

Funcién

Ciclo celular (G2-M)

Ciclo celular (G1-S)

Ciclo celular (GO-
G1-S)

Ciclo celular (G1-S)

Senescencia,
neuronas
postmitoticas

Ciclo celular (G1-S)
Activacion
complejos

ciclina/cdk,
transcripcion

Transcripcion

Transcripcion
Transcripcion, ciclo
celular (G2-M)
Transcripcion, ciclo
celular (M)
Posible papel en
apoptosis
Funciones
especificas del
cerebro

Desconocido
Ciclo celular (S-G2),

neuritas

Especifico de
neuronas

Especifico de
cerebro

Transcripcion

Sefiales colinérgicas
y proliferacion de
células
hematopoieticas

Desconocido
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En la pasada década, el analisis de las cdks, sus reguladores y sus substratos permitié generar un

modelo de regulacion del ciclo celular.

a) Fases G1-S

La salida de quiescencia es progresiva, y comienza generalmente con la activacion de genes
llamados de respuesta temprana como c-fos, c-myc, c-jun o erg (Obaya et al., 1999),
importantes en la competencia celular. Hasta el momento, uno de los efectos mas conocidos de
Myc sobre el ciclo es su capacidad reguladora en la formacion y activacion de los complejos

formados por ciclinas y cdks especificos de la fase G1 del ciclo (Obaya et al, 1999).

Unas horas después de la activacion de los genes de respuesta temprana la célula ya se
encuentra en Gl temprano, donde se produce en primer lugar un aumento en los niveles de
expresion de las ciclinas D (D1, D2 y D3). La regulacion de la expresion de esta ciclina depende
del tipo celular en el que se expresen. La activacion de la transcripcion del gen de ciclina D1
depende de la activacion de la via Ras-Raf-MAPK. Ciclina D forma complejo con cdk4 y cdk®,
y este complejo tiene como principal sustrato a la familia de proteinas de la familia Rb: pRB,
pl07 y p130 (Kato et al., 1993; Beijersbergen et al., 1995). Estas proteinas contienen multiples
sitios de fosforilacion por cdks, pero s6lo unos pocos pueden ser reconocidos por el complejo
ciclina D/cdk4-cdk6. Aparte de las proteinas de la familia Rb, se han descubierto otros sustratos
que son reconocidos por este complejo, como son Smad3 o Cdtl (tabla 1), pero no se han
encontrado evidencias de que estos sustratos sean mas especificos de cdk4 o cdk6, o incluso de
un tipo de ciclina en concreto. Asi, el que alguno de estos sustratos sea fosforilado por un
complejo determinado formado por cdk4 o cdk6 junto con uno de los tres tipos de ciclina
dependera de la especificidad del tejido o de la diferente activacion durante el desarrollo

(Ciemerych y Sicinski, 2005).

La principal funcion de las proteinas de la familia de Rb es reprimir la transcripcion de los
genes necesarios para la proliferacion, impidiendo asi que continue el ciclo. Esto lo hacen
modulando la actividad de factores de transcripcion (como son los miembros de la familia E2F),
histonas deacetilasas y complejos remodelantes de cromatina mediante union directa a ellos

(Cobrinik, 2005). La formacion del complejo ciclina D/cdk4-6 ocurre en Gl temprano, al
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sintetizarse ciclina D en respuesta a estimulos mitogénicos. La expresion de cdk4 y cdk6 es
continua a lo largo del ciclo por lo que la ciclina D es la responsable de limitar la formacion de
este complejo. Aun asi, en ciertos tipos celulares, la presencia de factores de crecimiento
mantiene los niveles de ciclina D constantes a lo largo del ciclo, aunque €sta no estd presente en
G0. La fosforilacion de pRB por parte de este complejo inactiva parcialmente a esta proteina lo
que permite la transcripcion de ciertos genes, como el gen que codifica para la ciclina E en la
mitad de G1 tardio. Esta ciclina es la siguiente en ser expresada y es la responsable de activar a
cdk2 que es requerida para entrar en fase S y comenzar con la replicacion del DNA. La
formacion del complejo ciclina D/cdk4 por un lado permite la sintesis de ciclina E y por otro

lado secuestra al inhibidor de ciclina E/ cdk2, p27 (Cheng et al., 1998).

El secuestro de p27 por parte de los complejos ciclina D/cdk4-6 tiene dos consecuencias
fundamentales, por un lado estabiliza la formacion del este complejo y por otro impide que p27
inhiba la actividad kinasa asociada a cdk2. Asi fibroblastos embrionarios murinos (MEFS)
cdk4-/-presentan una redistribucion de p27 que trac como consecuencia la disminucion de la
actividad kinasa de cdk2 (Tsutsui et al., 1999). Es més, se ha propuesto que la uniéon a p27 debe
ser necesaria para la actividad del complejo ciclina D/cdk4-6, ya que en MEFs que han perdido

p21 y p27 no se ha detectado actividad cdk4 (Bagui et al., 2000).

Tanto ciclina E como cdk?2 se expresan en todos los tipos de células. El ensamblaje de estas dos
proteinas, para la formacion del complejo ciclina E/cdk2, al igual que su actividad kinasa es
independiente a las sefiales mitogénicas. La activacion de este complejo es necesaria para la
transicion a la fase S y para la replicacion del DNA. Se ha visto que el complejo ciclina E/cdk2
fosforila substratos especificos de la fase S como proteinas implicadas en la activacion de
histonas y proteinas de la familia de Rb. La fosforilacion de pRB, p107 y p130 por parte del
complejo ciclina E/cdk2 es en sitios distintos que los realizados por el complejo ciclina D/cdk4.
Esta doble fosforilacion parece ser necesaria para la completa inactivacion de las proteinas de la
familia de Rb. Se cree que este proceso corresponde al denominado punto de restriccion y que
divide a la fase G1 en las dos subfases (Malumbres y Barbacid, 2001). El punto de restriccion
ha sido definido como el punto durante G1 a partir del cual las células no necesitan estimulos

mitogénicos para seguir proliferando y completar asi la division celular. Por ese motivo cuando
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las células pierden las tres proteinas de la familia Rb, pueden dividirse en ausencia de mitogenos
dado que no presentan ningtn punto de restriccion (Dannenberg et al., 2000; Sage et al., 2000).
Una vez que las células entran en fase S, el complejo ciclina E/cdk2 necesita ser eliminado para
continuar con la replicacion del DNA. Este proceso se lleva a cabo, al menos en parte, por la
ubiquitin-ligasa SCF-Fbxw7 que permite una rapida degradacion de ciclina E por el proteosoma

(Hwang y Clurman, 2005).

ESTRES

Locus INK4a-ARF

VAN

p16 INK4a p14 ARF
G1

p15 INK4b

S |— P18 INKdc
@ NEIEINaD P19 INK4d

Mitégenos

I~ | 1

pP21Cip1; p27Kip1; p57Kip2 |

Figura 2. Control del ciclo celular en la transicion G1-S. La produccién de ciclina D y la
activaciéon del complejo formado con cdk4-6 en respuesta a los mitégenos, da como
resultado la fosforilacion e inactivacion de la proteina pRB con la consiguiente derepresion
de la transcripcion dependiente de E2F. Esto provoca la sintesis de ciclina E y A que junto
con cdk2 forman los complejos activos que refuerzan la fosforilacion de pRB. La actividad
de cdk4 es inhibida por pl6INK4a, en respuesta a algin tipo de estrés para la célula, o por
otro miembro de la familia INK4. De forma similar la actividad de cdk2 es inhibida por otra
familia de inhibidores denominada Cip/Kip, pero a diferencia de la familia INK4, esta
familia puede unirse al complejo ciclina D/cdk4 para favorecer la formacion de este
complejo y no para inhibirlo (Adaptacion del esquema de Deshpande et al., 2005).

Otra kinasa, cdk3, también participa en la inactivacion de pRB. Esta kinasa presenta un alto

grado de homologia con cdkl y cdk2. Hasta hace poco la subunidad activadora de esta cdk era
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desconocida, se habia reportado que era capaz de interactuar in vitro con ciclina E y ciclina A,
pero no se ha encontrado in vivo a cdk3 formando complejos con ninguna de estas dos ciclinas.
También se ha demostrado que se une a cdk5 y al enzima cables, pero no hay evidencias que
estas interacciones induzcan la actividad kinasa de cdk3, asi la importancia biologica de estas
uniones todavia se desconoce. Se ha demostrado recientemente que cdk3 también se une a
ciclina C durante la salida de la fase GO. En este periodo estimula la fosforilacion de pRB
favoreciendo la entrada en la fase G1 en algunos tipos celulares (Ren y Rollins, 2004). La
expresion de ciclina C es anterior a la expresion de ciclina D, por lo que se ha propuesto que la
fosforilacion de pRB puede ser secuencial desde GO. Primero por ciclina C/cdk3, luego por los
complejos ciclina D/cdk4-6 y por ultimo por los complejos ciclina E/cdk2. La inactivacion de
pRB promueve la transcripcion de genes necesarios para completar las siguientes fases del ciclo,

como es el caso de ciclina A y ciclina B.

La ciclina A (Al y A2) es expresada justo después de ciclina E en el limite de la transicion G1/S
y también forma complejo con cdk2, y de forma menos extensa con cdkl. La actividad de
ciclina A/cdk2 es necesaria para la transicion a la fase S, y para el control de la replicacion del
DNA. Un sustrato de este complejo es Cdc6 cuya fosforilacion es necesaria para que esta
proteina pueda entrar en el nucleo de las células. Asi Cdc6 es necesaria para iniciar la
replicaciéon del DNA, por ese motivo si el complejo ciclina A/cdk2 no fosforila a esta proteina
no podria replicarse el DNA (Petersen et al., 1999). Otro substrato conocido de este complejo es
HIRA, que es el homo6logo humano de las proteinas represoras de la transcripcion del gen de
histona en bacterias (Hirlp y Hir2p). La fosforilacion de HIRA elimina la actividad represora de
esta proteina, provocando un aumento en los niveles de transcripcion de las histonas (Hall et al.,
2001). La fosforilacion de estos substratos y muchos otros (ver tabla) por parte de ciclina

A/cdk2 es necesaria para la correcta progresion del ciclo celular.

b) Fases G2-M
Al final de la fase S, ciclina A se asocia con cdkl. De esta manera, los complejos ciclina A/cdk1
y ciclina A/cdk2 fosforilan a numerosas proteinas importantes para la replicacion del DNA,

ademas de otras proteinas que participan en el control del ciclo celular (ej: pRB, p53, BARDI1 y
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BARD?2). Los complejos ciclina A/cdkl y ciclina A/cdk2 parecen tener especificidad por los

mismos substratos, y no se han encontrado funciones que los diferencien en la transicion S-G2.

Durante la fase G2, las ciclinas A son degradadas por proteolisis mediada por ubiquitinizacion,
mientras ciclina B (Bl, B2 y B3) se sintetiza de forma activa. Cdkl forma complejo
principalmente con ciclina B1 y B2, mientras que la funcién de ciclina B3 hoy en dia no es muy
conocida y se ha llegado a postular que es posible que forme complejos con cdk2 (Nguyen et
al., 2002). El complejo ciclina B/cdk1 permanece inactivo hasta G2 tardio cuando su activacion
es necesaria para la entrada en Mitosis (M). Este complejo es necesario para regular los
numerosos eventos que tienen lugar en la transicion G2-M y para una correcta transicion a

través de Mitosis.

Ciclina D

Actividad kinasa CDK4-6
Ciclina E

Actividad kinasa CDK2
Ciclina A
Ciclina B
Actividad kinasa Cdc2

1 1 1 1 1
Go G1 S G2 M

v

Figura 3. Modelo de expresion de ciclinas y actividades cdk durante el ciclo celular. Se
puede resaltar que CDK2 puede ser activada por ciclina E o ciclina A y Cdc2 puede ser
activada por ciclina A o ciclina B (figura adaptada de Obaya y Sedivy, 2002 ).

La lista de los substratos de ciclina B/cdkl abarca mas de 70 proteinas (Ubersax et al., 2003).
Dentro de los substratos que son necesarios para mitosis nos encontramos laminas nucleares,
proteinas nucleolares (nucleolin y NO38), proteina asociada a microtibulos 4 (MAP-4),

proteinas que forman parte del complejo del poro nuclear y proteinas centrosomales entre otras



Introduccion

(Dessev et al., 1991; Eggert et al., 1993; Ookata et al., 1995). Por otro lado se ha demostrado
que este complejo también participa en la inhibicién de la replicacion del DNA fosforilando
MCM-4 impidiendo asi su interaccion con el DNA, y ademds participa en la inhibicion de la
transcripcion y traduccion que ocurre en mitosis mediante fosforilacion de la subunidad TFHII
de la RNA polimerasa II y la protein kinasa S6 ribosomal. Es importante resaltar que ademas
este complejo también activa el mecanismo implicado en la proteolisis dependiente de
ubiquitinizaciéon de la propia ciclina B mediante fosforilacion de Cdc20, dado que la

inactivacion del complejo es necesaria para poder salir de mitosis (Harper et al., 2002).

1.1.2 Papel bioldgico de otras cdks

Cdk5 es activado por dos proteinas que se expresan unicamente en el cerebro, p35 y p39,
aunque esta cdk también es capaz de formar complejos con ciclina E y ciclina D pero sin
presentar actividad kinasa (Kesavapany et al., 2004; Cruz y Tsai, 2004). Los complejos
formados por cdk5-p35 o p39 son los responsables de fosforilar a un gran nimero de substratos

implicados en la funcion neuronal y la transmision sinaptica.

Las cdks comprendidas entre cdk7 y cdk11 muestran actividades relacionadas con el control de
la transcripcion, en algunos casos con implicaciones directas en el control del ciclo celular. Asi
cdk7 forma parte del complejo kinasa activador de cdks (CAK), el cual fosforila y activa a todas
las cdks del ciclo celular. Més atn, CAK junto con otras 6 subunidades forman el factor de
transcripcion denominado TFIIH que es el responsable de promover la progresion de la
transcripcion (Lolli y Johnson, 2005). Los complejos formados por ciclina C/cdk8 y ciclina
T/cdk9 también regulan la transcripcion mediante fosforilacion del dominio C-terminal de la
RNA polimerasa II. Ciclina C/cdk8 también fosforila a ciclina H inhibiendo la actividad de
CAK. Cdk9 en contraste, unido a ciclina T y ciclina K forma el factor de transcripcion P- TEFb

implicado en la elongacion del transcripto por la RNA polimerasa II (Garriga y Grana, 2004).
Cdk10 se cree que estd implicado en la regulacion G2-M, pero todavia no se ha encontrado su

subunidad activadora. Cdk10 regula de forma indirecta a cdkl, dado que fosforila e inhibe a

Ets2 un factor de transcripcion que favorece la expresion de cdkl (Kasten y Giordano, 2001).

10



Introduccion

Finalmente cdk11 unido a ciclina L, son importantes para la transcripcion a través de la RNA

polimerasa II (Loyer et al., 2005).

En resumen, el modelo basico de regulacion del ciclo celular estd formado por ciclinas y cdks,
aunque podemos encontrar otras proteinas que también estdn implicadas en esta regulacion.
Algunas de ellas son Aurora (Loyer et al., 1999; Bischoff y Plowman, 1999) y Polo kinasa
(Nigg, 1998; Glover et al., 1998) que juegan un papel muy importante en la citocinesis,
regulando algunos eventos como la separacion del centrosoma y la segregacion de los

cromosomas entre otros.

1.2 Nuevos datos sobre ciclinas y cdks en el ciclo celular, desarrollo y cancer.

La descripcion clasica de la regulacion del ciclo celular descrita hasta el momento se ha
deducido a partir de numerosos estudios bioquimicos en los que se han usado principalmente
como modelo lineas tumorales humanas. En la tltima década el papel de los principales
reguladores del ciclo celular, ciclinas y cdks, ha sido reevaluado debido a todos los datos

recogidos del estudio de ratones modificados genéticamente (tabla 2).

1.2.1 Papel de las ciclinas y cdks en desarrollo embrionario y ciclo celular.

La informacion obtenida de los trabajos con modelos knock out ha provocado que algunos de
los conceptos que estaban aceptados de forma general, sean nuevamente revisados. De forma
inesperada la mayoria de los complejos ciclina/cdk que se pensaban indispensables para la
correcta proliferacion celular lo han dejado de ser debido al alto grado de redundancia

funcional, promiscuidad y mecanismos compensatorios existentes entre todas ellas.

11
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Tabla 2. Ratones modificados para ciclinas y cdks

BLANCO \ Mutacion  Viabilidad Fenotipo Referencia
e . Malumbres y
CDK1 Completa Letal Desconocido Barbacid

. Esterilidad debido a defectos meidticos, senescencia | Ortega et al.,
CDK2 Corrpl 55 S temprana en MEFs. 2003
Codon de . .
CDK3 parada viable Normal, la mayoria de los ratoneg fiel laboratorio Ye etal., 2001
prematuro presentan esta mutacion
Mutante Tumores mes.enqulmz?tlcos y epiteliales con c,orppleta Rengaial,
CDK4 insensible a viable penetrancia después de los 14-18 meses, rapida 1999-Sotill
proliferacion y aumnento de la susceptibilidad a la ?
INK4 i etal., 2001
transformacion por Ras
Pérdida de proliferacion de células pancreaticas 8 al](a;l;:ge;
Completa viable postnatales, talla pequefia, disminucion de la Ts.lltsui ejt
P susceptibilidad a la inmortalizacion o transformacion
or oncogenes al, 1999 ; Zou
P € etal,, 2001

Desarrollo defectuoso en la linea eritrocitaria, No se

CDK6 Completa viable observa ningun fenotipo en MEFs pero si un retraso T

en las células linfocitarias. 2L
Letalidad Desarrollo defectuoso en la estructura del sistema Ohshima et
CDKS Completa perinatal nervioso central al., 1996

Proliferacion limitante en precursores

Letalidad hematopoyéticos, los MEFs sufren un retraso y Malumbres et
CDK4,CDK6 Doble embrionaria disminucion de la fosforilacion de pRB, respuesta a al.. 2004
tardia mitogenos y se vuelven inmortales tras sucesivos 2
pases.
. Fenotipo similar a los observados en los simples Malumbres et
CDK2, CDK6 Doble viable mutantes de cdk2 y cdk6 al., 2004
Graves reducciones en los precursores
Letalidad hematopoyéticos, en la celularidad del higado y el
CDK3,CDK2,CDKG6, Doble embrionaria corazén; MEFs muestran cierto retraso pero Santamaria et
(0))) ¢} E125 responden a mitogenos y se vuelven inmortales al., 2007
’ después de sucesivos pases, se aprecia cierta
fosforilacion de pRB.
CDKI11 Completa Letalidad E3.5 Defectos en mitosis, graves defectos en proliferacion Li et al.. 2004
P : y apoptosis en embriones en cultivo. ?
Ciclina D (D1, D2, : L Kozar et al.,
D3) Triple Letal Idéntico al doble knock out cdk4,cdk6 2004
Reduccion de la vascularizacion en los tejidos Geng et al.,
Ciclina E (El, E2) Doble Letal E11.5 embrionarios, y dramaticos fallos en la placenta. 2003; Parisi et
MEFs fallan al salir de quiescencia. al., 2003
. . . Liu et al
. e . Al viable, A2 Ratones macho knock out A1 son estériles, mientras X ?
Ciclina A (A1, A2) S Letal los knock out A2 letales en etapa de blastocisto 1i?ii Mlugrgél y
-1 . B1 letal, B2 BI1 presenta letalidad en la mitad de la gestacion, B2 Brandeis et
Ciclina B (B1,B2) Simple viable no se aprecia un fenotipo distinto a Wt al., 1998

a) Complejos ciclina D/cdk4-cdké
Hasta el momento se pensaba que cdk4 era necesario para la proliferacion y el desarrollo
embrionario, hoy sabemos que la mutacion de cdk4 y cdk6 permite completar el desarrollo

embrionario, al menos en raton. Los ratones defectivos de una sola de estas proteinas presentan

12
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alteraciones en tejidos especificos, similares a los observados en los knock outs de ciclinas D

individuales, lo que muestra la fuerte correlacion existente entre estas dos familias de proteinas.

El knock out de cdk4 es viable, aunque los animales presentan como rasgo fenotipico un tamafo
mas pequeio que los ratones de genotipo salvaje. Los machos presentan un reducido nimero de
células de Leydig y una disminucién en la fertilidad, y las hembras son estériles. Pero el mayor
rasgo de estos ratones es el grave defecto observado en las células beta del pancreas. Esto

provoca una diabetes insulina dependiente, lo que limita su periodo de vida.

El knock out de cdk6 muestra un fenotipo menos agresivo, solo las hembras muestran una
reduccion marginal de su talla corporal pero son fértiles y presentan una longevidad normal.
Estos animales presentan defectos en algunos compartimentos hematopoyéticos. Asi el timo y el
bazo son hipoplasicos lo que muestra una dependencia especifica de los tejidos linfaticos de

cdké6.

La explicacion mas logica de que estos animales puedan vivir, puede ser la elevada homologia
entre estas dos kinasas lo que resulta in vivo en una redundancia funcional. El doble knock out
cdk4, cdk6-/- se desarrolla hasta la mitad de la gestacion, mas alla los embriones no son viables
y presentan defectos en la linea eritrocitaria lo que provoca una anemia severa. Estos embriones
también presentan una elevada disminucion en los progenitores de las lineas linfoides y
mieloides del bazo lo que sugiere que cdk4 puede estar compensando en parte la ausencia de

cdk6 en células hematopoyéticas (Malumbres et al., 2004).

El estudio de MEFs derivados de estos ratones, mostrd que la falta de estas kinasas no elimina la
proliferacion celular. Sin embargo, estas células muestran una disminucioén en la proliferacion
acompafiada por una disminucion en la fosforilacion de pRB. Ademas los MEFs cdk4, cdk6-/-
responden a estimulos mitogénicos después de ser serodeprivadas, indicando que los complejos
ciclina D/cdk4-cdk6 contribuyen pero no son esenciales para la proliferacion inducida por

mitdgenos o para salir del estadio de quiescencia (Malumbres et al., 2004).

13
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La eliminacion de las tres ciclinas D (D1, D2, y D3) provoca un fenotipo muy parecido al
descrito en el doble knock out de cdk4 y cdk6. Al igual que ellos la muerte del embrion parece
provocada por graves defectos en la linea hematopoyética, lo que causa una anemia severa en el
embrion (Kozar et al., 2004). MEFs ciclina D -/- también muestran un fenotipo muy similar al
observado en el doble knock out cdk4, cdk6. Presentan una disminucion en la proliferacion que
se ve agravada con el tiempo, que da como resultado una senescencia prematura. De forma
similar al doble knock out, estos MEFs también son capaces de responder a estimulos

mitogénicos y reentrar en el ciclo desde quiescencia.

Resumiendo, el complejo ciclina D/cdk4-cdk6 que hasta el momento se habia descrito que era
imprescindible para la proliferacion de las células en mamiferos, hoy en dia gracias ha estos
ensayos, se ha demostrado que no lo es. Sin embargo, la actividad de este complejo parece ser
necesaria para completar el desarrollo embrionario en ratones. La muerte de estos embriones no
se produce por un fallo generalizado en todos los tejidos del animal, més bien por fallos
especificos en los precursores hematopoyéticos. Esto indica que la actividad de ciclina D/cdk4-
cdk6 es imprescindible para este tipo celular pero no para el resto de las células y tejidos, dado
que las células proliferan sin necesidad de esta actividad kinasa. Finalmente las células dobles
knock out de cdk4 y cdk6, al igual que las que pierden los tres tipos de ciclinas, responden a la
inhibicion del ciclo por parte de los miembros de la familia Cip/Kip, pero son insensibles a la
inhibicién mediada por la familia INK4. Esta observacion confirma que la familia INK4 inhibe
de forma especifica a los complejos ciclina D/cdk4-cdk6 (Malumbres et al., 2004; Kozar et al.,

2004).

b) Ciclina E/cdk2

La evaluacion de la importancia de este complejo en el control del ciclo celular in vivo ha sido
posible gracias a la generacion de knock out dobles y simples de ciclina E y ciclina A en
paralelo al knock out de cdk2. Tanto ciclina E como cdk2 han sido considerados reguladores
esenciales del ciclo celular durante mucho tiempo. En general se pensaba que estas proteinas
eran necesarias no so6lo para la transicion G1/S sino para sintesis de histonas, duplicacion de

centrosomas y cromosomas, y otras funciones. Gracias a recientes trabajos de distintos
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laboratorios se ha demostrado que estas proteinas no son esenciales para el desarrollo ni para la

proliferacion celular.

El knock out de cdk2 ha demostrado ser viable y ademas estos animales han sobrevivido al
menos dos afios sin defectos aparentes. Estas observaciones han modificado la vision clasica
que existia sobre esta proteina. Por otro lado cdk2 ha demostrado ser esencial para las células
germinales. Asi, tanto machos como hembras presentan esterilidad, dado que esta cdk parece ser
imprescindible para la primera division meiotica en las células germinales. Por ese motivo su
carencia origina graves consecuencias en el apareamiento de los cromosomas. Nuestra vision
sobre el papel de la familia Cip/Kip sobre cdk2 también se ha visto afectado, esto es debido a
que la inhibicidn de la proliferacion por parte de esta familia es independiente de la presencia de
cdk2. Asi, la sobreexpresion de p27 y p21 causa parada de la proliferacion en MEFs cdk2-/-. El
que cdk2 no sea necesaria puede ser explicado por la presencia de otra cdk que compensa su
funciodn, y este parece el caso de cdkl. Se ha demostrado recientemente que en MEFs derivados
del doble knock out cdk2, p27-/- ciclina E se encuentra formando complejo con cdk1 mostrando
una apreciable actividad kinasa. En MEFs cdk2-/- esta actividad no es detectable debido a los
altos niveles de p27 que se encuentran unidos a cdk1, aunque esto no explique por qué cdkl no
puede compensar la ausencia de cdk2 en la meiosis (Ortega et al., 2003; Berthet et al., 2003;

Aleem et al, 2005; Martin et al., 2005).

El estudio de los knock out de ciclina E al compararlo con el fenotipo de cdk2 permitid
comprobar que esta ciclina posee funciones independientes a cdk2 en la regulacion del ciclo
(Geng et al., 2003; Parisi et al., 2003). Tanto ciclina E1 como E2 presentan una gran homologia
en su secuencia, y se expresan de forma solapante en la mayoria de las células. Aunque cierto
porcentaje de machos ciclina E2-/- presenta infertilidad, la eliminacion individual de ciclina E1
o E2 no tiene grandes consecuencias fenotipicas. Ademas la presencia de alguno de estos dos
alelos permite completar el desarrollo embrionario, lo que pone en evidencia que poseen
funciones solapantes. El doble knock out es letal embrionario. Aunque los animales presentan
una organogénesis y morfogénesis normales muestran cierto retraso en el crecimiento que
podria responder a los dramaticos defectos que se encontraron en la estructura de la placenta,

debido a una defectuosa endoreplicacion del trofoblasto (Geng et al., 2003; Parisi et al., 2003).
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MEFs derivadas del doble knock out muestran un fenotipo mas similar al knock out de cdk2, ya
que proliferan normalmente. Aunque la comparacion entre estos dos tipos de MEFs dio como
resultado un interesante descubrimiento cuando se analizé la habilidad para salir desde GO.
Mientras las MEFs cdk2-/- mostraban un ligero retraso en la reentrada a fase S, en MEFs ciclina
E-/- las células eran incapaces de salir de quiescencia, pese a mostrar niveles de actividad
kinasa asociada a ciclina A normales y fosforilaciéon en pRB. Esto se producia por un defecto en
la unidon de las proteinas MCM dentro del complejo de pre-replicacion del DNA, lo que

demostrd que ciclina E tenia una funcion independiente de cdk2 (Geng et al., 2003).

¢) Cdk/ciclinas de G2/M

Recientemente el grupo de Malumbres y Barbacid han demostrado que cdkl1 parece ser la inica
cdk imprescindible en mamiferos. La carencia de cdkl es incompatible con el desarrollo
embrionario. Esto lo han comprobado mediante cruces entre heterocigotos Cdc2 ™" que no han
dado lugar a animales knock out para cdkl ni a letalidad embrionaria en estadios tempranos del
desarrollo E2.5 (estadio de morula) o E1.5 (2-4 células) siendo los 6vulos y espermatozoides
Cdc2™" viables (Santamaria et al., 2007). En este trabajo también se ha demostrado que cdk1
parece ser indispensable no solo en el desarrollo embrionario sino también para la proliferacion
de células en mamiferos. Esto esta basado en un triple knock out donde inhiben cdk2, cdk4 y
cdk6. Estos animales presentan letalidad embrionaria pero son capaces de proliferar hasta
E13.5. Es decir, que pese a carecer de todas estas actividades kinasa son capaces de completar la
organogénesis y morfogénesis. Estos embriones presentan graves defectos en la linea
hematopoyética que no es compatible con la vida, ademds presentan una fuerte reduccion en el
nimero de cardiomiocitos lo que debe contribuir a la muerte del embrion. Los MEFs aunque
son capaces de proliferar, lo hacen de forma mas lenta que los MEFs salvajes. Esto es debido a
la fosforilacion incompleta de las proteinas de la familia Rb, aunque cdkl sea capaz de unirse
tanto a ciclina D como a ciclina E. Los MEFs derivados de este knock out también son capaces
de salir de GO pero con un retraso aproximado de ocho horas. Este trabajo es una representacion

del alto grado de plasticidad existente entre las cdks (Santamaria et al., 2007).

Dos tipos de ciclina A han sido descritos en células de mamiferos, ciclina Al y A2, y ambas han

sido eliminadas genéticamente en ratones. Los ratones knock out para ciclina Al son viables.
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Las hembras son fértiles, pero los machos son estériles ya que presentan una completa
disrupcion de la espermatogénesis. En cambio el knock out de ciclina A2 presenta un fenotipo
mucho més agresivo debido a que provoca letalidad embrionaria en estadios muy tempranos del
embrion. Estos embriones presentan letalidad justo después de implantarse en estadio de

blastocisto (Murphy et al., 1997; Liu et al, 1998).

Si la funcion en profase se le atribuye a ciclina A2, el control de mitosis recae en ciclina B/cdk]1.
Existen tres clases de ciclinas B (B1, B2 y B3). Mientras el knock out de ciclina B1 provoca
letalidad embrionaria en la mitad de la gestacion, el knock out de ciclina B2 no presenta un
fenotipo obvio y tienen un periodo de vida normal. El knock out de ciclina B3 no ha sido

publicado (Brandeis et al., 1998).

1.2.2 Papel de las ciclinas y cdks en cancer.
La implicacion de ciclinas y cdks en el desarrollo de los tumores y su potencial terapéutico
como diana de futuras terapias con drogas anticancerigenas, necesita ser revisada de acuerdo

con los recientes descubrimientos en ratones modificados genéticamente.

Analisis moleculares de cientos de tumores humanos han mostrado que tanto ciclinas como cdks
a menudo son sobreexpresadas en células tumorales. Asi se cree que existe una relacion entre la
sobreexpresion de estas proteinas y el desarrollo del tumor. Para el estudio de esto se han
generado ratones modificados que sobreexpresan ciclinas y cdks usando diferentes promotores

tejido-especificos.

Como se puede deducir en la figura 2 la actividad aberrante del complejo ciclina D/cdk4 o la
pérdida de pRB (lo que supone la pérdida del punto de restriccion) provoca que la célula pueda
proliferar sin necesidad de estimulos mitogénicos. Asi la activacion aberrante de cdk o la
pérdida de pRB tienen fuertes implicaciones en la formacion de procesos tumorales. Es mads,
tanto la hiperactividad de cdk4 y cdk6 como la pérdida de pRB esta descrita en numerosos

canceres humanos (Deshpande et al., 2005).
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El analisis de canceres humanos ha reportado numerosos datos en este punto. Asi, tanto la
amplificacion del gen de ciclina D1 como la sobreexpresion de su proteina ha sido documentada
en un amplio abanico de diversos tumores como carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello y, esofago y laringe, carcinoma de tutero, cérvix, astrocitomas, cadncer de pulmoén de
células no pequefias y otros (Lammie et al., 1991; Reissmann et al., 1999; Rodrigo et al., 2000;
Cheung et al.,, 2001; Fujii et al, 2001; Vielba et al., 2003). Hay que resaltar que la
sobreexpresion de ciclina D1 tiene una incidencia en el cancer de mama de aproximadamente un
50%. Los genes que codifican para las ciclinas D2 y D3, también presentan amplificaciones y la
sobreexpresion de estas proteinas esta presente en muchos tipos de tumores. Asi ciclina D2 esta
implicada en leucemias linfociticas de células B y linfomas linfoplasmaticos (Delmer et al.,
1995), leucemias linfociticas cronicas (Motokura y Arnold, 1993) y tumores en ovarios y
testiculos. La sobreexpresion de ciclina D3 estd asociada con glioblastomas, carcinoma en
c¢lulas renales, adenocarcinomas pancreaticos y numerosas malignidades en células B

(Buschges et al., 1999; Filipits et al., 2002; Hedberg et al., 2002).

La sobreexpresion de ciclina D1 en las glandulas mamarias de raton, bajo el control del
promotor MMTYV, causa de forma constitutiva hiperplasia mamaria. Este resultado sugiere que
la sobreexpresion de esta ciclina contribuye a la transformacion de las células mamarias, aunque
otros eventos genéticos también pueden ser necesarios (Wang et al., 1994). Este fenotipo
también ha sido observado en la sobreexpresion de ciclina D2 bajo el control del mismo
promotor, lo que implica que la propiedad de transformaciéon mamaria no esta limitada a ciclina
DI1. Sin embargo no todos los tejidos presentan la misma sensibilidad a esta ciclina. Asi la
sobreexpresion en linfocitos no provoca hiperplasia, pero en compania de la sobreexpresion de
la proteina myc provoca la aceleracion del desarrollo de linfoma. Este resultado permite
concluir que la activacion de ciclina D coopera con otras vias oncogénicas para promover la

tumorigénesis.

De forma semejante la sobreexpresion de cdk4 es tipica en cancer de mama, en gliomas,
glioblastomas multiforme sarcomas y meningiomas (Khatib et al., 1993; Schmidt et al., 1994;
He et al., 1994; Wei et al., 1999; An et al., 1999; Simon et al., 2002). Cdk6 esta también

sobreexpresada en carcinoma de células escamosas y gliomas, ademds estd frecuentemente
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alterado en tumores linfoides a menudo asociado a traslocaciones cromosomicas (Ortega et al.,

2002).

La sobreexpresion de cdk4 en piel, bajo el control del promotor K5, no genera un fenotipo de
transformacion aparente dado que la epidermis de estos ratones muestra un modelo normal de
diferenciacion, aunque con la edad desarrollan hiperplasia epidérmica y fibrosis dérmica pero
no tumores. Es de resaltar que estos ratones son mas sensibles a desarrollar tumores, siguiendo
el clasico modelo de carcinogénesis en piel que desencadena la activacion de H-Ras, lo que
parece sugerir que la sobreexpresion de cdk4 coopera con el oncogén ras en la tumorigénesis de
piel. De forma interesante hay que anadir que la sobreexpresion de ciclina D1 en piel no

muestra un incremento en la formacion de tumores malignos (Rodriguez et al., 1999).

La sobreexpresion de ciclina E es tipica en cancer de mama, ya que en un 20% de estos tumores
la expresion de esta ciclina estd aumentada, ademds este porcentaje se incrementa segiin va
aumentando el grado y estadio del tumor (Keyomarsi et al., 1994). Por todo esto, se ha llegado a
una correlacion entre la sobreexpresion de ciclina E y la pérdida del receptor de estrogenos
junto con un peor prondstico en estos pacientes (Nielsen et al., 1996; Scott et al., 1997). En
pacientes con cancer de ovario la sobreexpresion de ciclina E también se asocia con un mal

pronostico al igual que en linfomas (Akli y Keyomarsi, 2003).

Se han generado modelos trasgénicos murinos para el estudio de ciclina E en cancer de mama.
La sobreexpresion de esta ciclina en células epiteliales de las glandulas mamarias en ratones
lactantes, lleva a la formacion de hiperplasias después del primer ciclo de lactacion. Como en el
caso de ciclina D1 la tumorigénesis inducida por la sobreexpresion de ciclina E es dependiente

del ciclo celular (Zwijsen et al., 1997; Karsunky et al., 1999).

Se ha descrito que ciclina Al esta sobreexpresada en leucemia y cancer testicular. Al igual que
ciclina E y D ha sido sobreexpresada en glandula mamaria para testar su capacidad para actuar
como oncogén. Estos ratones trasgénicos muestran anormalidades como multinucleacion y

cariomegalia que son sugestivas de alteraciones preneoplasicas. La coexpresion de cdk2 junto
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con ciclina Al empeora el fenotipo, lo que sugiere que estos dos genes cooperan en la

transformacion celular (Santamaria et al., 2006).

1.3 Regulacion de los complejos ciclina/cdk mediante mecanismos

postraduccionales.

1.3.1 Regulacion de los complejos por fosforilacion

Ciclinas y cdks estan reguladas mediante fosforilaciones postraduccionales. El ensamblaje de
una cdk con su respectiva ciclina da lugar a un complejo ciclina/cdk parcialmente activo. El
mayor grado de actividad de este complejo se alcanza cuando la cdk es fosforilada en un residuo
treonina altamente conservado proximo al sitio de union al ATP. Este residuo esta localizado en
un lazo aminoacidico denominado “T-loop” que bloquea el acceso del ATP al dominio
catalitico. Andlisis de la estructura cristalografica del complejo ciclina A/cdk2 han demostrado
que la formacion de este complejo cambia la conformacion del “T-loop” haciéndolo mas
accesible a la fosforilacion. La fosforilacion del residuo treonina cambia nuevamente la
conformacion del “T-loop” permitiendo al ATP acceder al dominio catalitico del complejo

(Jeffrey et al, 1995).

La kinasa responsable de la fosforilacion del residuo treonina ha sido designada como CAK
(kinasa activadora de cdk). CAK a su vez esta formado por dos subunidades que son una cdk y
una ciclina. Estas dos subunidades estan formadas por cdk7 y ciclina H que son las responsables
de fosforilar y activar a todas las demas cdks. La fosforilacion de las cdks por CAK es
antagonizada por una fosfatasa especifica denominada KAP. Esta fosfatasa actua sobre las cdks
dando como resultado la liberacion y degradacion de las ciclinas (Kaldis, 1999; Hannon et al.,

1994).

Como ya hemos comentado cdk7 ha sido implicada en dos funciones distintas. Por un lado,
forma parte de CAK, jugando un papel importante en la fosforilacion y activacion de las demas
cdks del ciclo, y por forma parte del factor de transcripcion TFIIH (Serizawa et al, 1995). De

este modo, esta cdk tiene distinta especificidad por un determinado substrato dependiendo si
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estd formando parte de CAK o TFIIH lo que implica un papel importante tanto en la regulacion

del ciclo celular como en la transcripcion.

La fosforilacion de las cdks también puede regularlas de forma negativa. Esta fosforilacion
inhibitoria tiene lugar en el N-terminal de todas las cdks, especificamente en la tirosina 15 en el
caso de cdk2 y en la tirosina 17 en el caso de cdkl, cdk4 y cdk6 (Morgan, 1995). En cdkl y
cdk2 también es necesaria una segunda fosforilacion en la tirosina 14. Esto tiene como resultado
la inhibicion de la actividad de cdk, incluso en presencia del complejo CAK. Las proteinas
responsables de estas fosforilaciones en el caso de cdkl y cdk2 son Weel y Mytl (Parker y
Piwnica-Worms, 1992; Mueller et al., 1995). La kinasa responsable de la fosforilacion
inhibitoria de cdk4 y cdk6 no ha sido identificada hasta el momento. Por el contrario, las
fosforilaciones inhibitorias de las cdks pueden ser eliminadas por defosforilaciones activadoras.
La accion de estas defosforilaciones es desempefiada por la familia de las fosfatasas Cdc25
(Cdc25A, Cdc25B, Cdc25C), que activan a las cdks defosforilandolas en los mismos residuos.
Es interesante saber que a su vez las proteinas Cdc25 son substratos de las cdks esto genera una

regulacion positiva entre ellas (Morgan, 1995; Nilsson y Hoffmann, 2000).
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1.3.2 Regulacion de los complejos ciclinas/cdks por inhibidores de cdks
Los complejos ciclina/cdks estan regulados negativamente por pequefios polipéptidos
denominados CKIs (inhibidores de cdks). En mamiferos, los CKls estan divididos en dos

familias:

a) La familia INK4 que especificamente se une e inhibe a cdk4/6. Esta familia estd compuesta

por pl6INK4a, p15INK4b, p18INK4c, p19INKA4d.

b) La familia Cip/Kip se une e inhibe de forma especifica a los complejos ciclina A-E/cdk2 y

Ciclina A-B/cdkl, y esta formada por las proteinas p21Cip, p27Kip1 y p57Kip2.

a) Familia INK4

En 1994 se descubri6é un nuevo gen supresor de tumores al que denominaron MTS1 (multiple
tumor supresor 1). Este gen se localizod en el cromosoma humano 9p21 y codificaba para una
proteina que inhibia el ciclo celular. Hoy en dia esta proteina se conoce como pl16INK4a y sirve
como prototipo de la familia INK4. Estudios posteriores descubrieron que en el cromosoma
9p21 se localizaba otro gen supresor de tumores al que denominaron MTS2 que codificaba para
otro miembro de la familia INK4, la proteina p15INK4b (Serrano et al., 1993). Los otros dos
miembros de la familia p18INK4c y p19INK4d fueron descubiertos mas tarde mediante ensayos

de doble hibrido o mediante estrategias basadas en PCR (Hirai et al., 1995; Chan et al., 1995).
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Figura 5. Representacion esquematica del loci localizado en el cromosoma 9p21 que
codifica para las proteinas p15INK4b, p14ARF y p16INK4a
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El locus INK4a que codifica para pl6, codifica ademés para otra proteina. La secuencia
codificante para pl6 estd formada por tres exones designados la, 2 y 3 que dan lugar a un
RNAm de aproximadamente 1Kb. En humanos y ratones un primer exon alternativo, designado
1B, que se encuentra 15-20 Kb antes de la secuencia que codifica para p16, da lugar junto con
los exones 2 y 3 (de p16) a un nuevo mRNA que codifica para una proteina designada p14 ARF
(alternative reading frame) en humanos y pl 9ARF en ratones (figura 5). Esta proteina activa al
supresor de tumores pS53, por unidn directa a su regulador negativo Mdm2, protegiendo asi a
p53 de su degradacion. Asi un mismo locus codifica para dos proteinas que interfieren con dos
supresores de tumores como son pRB y p53, y son regulados de forma diferente (Quelle et al.,

1995; Sharpless et al., 1999; Sherr y Weber, 2000; Sherr el al, 2004).

Ankirinal / Ankirinall / Ankirinalll / AnkirinalV
p16INK4a Lazol Lazo2  Lazo3

Figura 6. Estructura de p16INK4a. Como se puede ver en la figura A y B la estructura de
pl6 presenta 4 repeticiones en ankirinas (I-IV). Cada ankirina estd formada por estructura en
hélice-giro-hélice (H-T-H). Las hélices estdn designadas como IA, IIA, ..etc. Los H-T-H
estan unidos por tres lazos, designados como lazol (Ala36 a Arg46), lazo2 (GLy67 a
Arg80), lazo3 (Gly101 a Leul 13). (Adaptacion de Byeon et al., 1998).

In vitro las cuatro proteinas de la familia INK4 presentan actividades muy similares. Cuando se
expresan ectopicamente provocan que las células se paren en la fase G1 del ciclo, pero sélo en
presencia de proteinas funcionales de la familia Rb. Esto esta basado en su capacidad de inhibir
al complejo ciclina D/cdk4-6 por union directa a estas cdks. Las proteinas INK4 tienen un
tamafio aproximado de entre 15-19 KDa y su estructura estd dominada por numerosas
repeticiones ankirina, que es un motivo formado por 33 residuos aminoacidicos que consisten en

una serie de o-helices antiparalelas separadas por lazos. Las proteinas pl5 y pl6 (figura 6)
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constan de cuatro repeticiones en ankirina mientras que pl8 y pl9 constan de cinco. Estos
dominios estructurales estdn implicados en la union a cdk4 y cdk6 a través de sus sitios no
cataliticos. El sitio por el cual se unen a estas cdks es opuesto al sitio de union de la ciclina D.
La unidn de las proteinas INK4 a cdk4-6 provoca un cambio alostérico en la estructura de estas
cdks lo que altera el sitio de union a ciclina D y reduce su afinidad por el ATP, dos

consecuencias que reducen drasticamente la actividad kinasa de cdk4-6 (Reynisdottir et al.,

1995; Bruce et al., 2000).

Los cuatro miembros de esta familia presentan un alto grado de homologia (figura 7), por lo
que se ha sugerido que podian tener funciones redundantes in vivo, aunque se ha demostrado
que se expresan de forma diferencial en el desarrollo embrionario murino. La amplia diversidad
en el modelo de expresion de los genes INK4 ha sugerido que esta familia de inhibidores debe

tener funciones especificas en un determinado tipo celular o un determinado tejido (Pei y Xiong,

2004; Ortega et al, 2002).
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Figura 7. Secuencia de la
familia INK4. Secuencias de pl15,
pl6, pl8 y p19 humana y murina
(m) y la secuencia consenso (con).
El porcentaje de semejanza entre
pl6 y pl8 es de un 40% mientras
entre con pl9 es de un 48%. Los
asteriscos representan las
posiciones de las mutaciones
identificadas en células tumorales.
Las lineas horizontales muestras
las tres regiones mutadas mas
frecuentemente. (Adaptacion de
Byeon et al., 1998).
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Hoy en dia se conoce muy poco del mecanismo molecular por el cual uno u otro miembro de de
la familia INK4 se expresa y se regula en un determinado tipo celular o tejido. De forma
general, se conoce que p15INK4b es inducido por TGF-B (Hannon y Beach, 1994), y pl6INK4a
puede ser inducido por JunB en células de raton (Passegue y Wagner, 2000). p19INK4d se
expresa de forma periddica a través del ciclo celular. La transcripcion de p19INK4d tiene lugar
durante las fases S y G2, luego es rapidamente degradado por un mecanismo dependiente de
proteosomas y ubiquitinizacion; de esa forma la célula cuando entra en GIl, presenta unos
niveles de pl19INK4d bajos lo que facilita la unioén y posterior formacion del complejo ciclina
D/cdk4-6-. En raton pl8INK4c y pl9INK4d se expresan durante el desarrollo embrionario,
mientras pl6INK4a y p15INK4b so6lo se pueden detectar después del parto en muchos tejidos,
donde la expresion de p16 se va incrementando con la edad (Zindy et al., 1997; Franklin et al.,

1998; Zindy et al., 2000).

Aparte de su papel fisiologico, las proteinas INK4 estan alteradas de forma comun en diversos
tipos de canceres, siendo esto representativo de su papel como supresor tumoral. Los miembros

de esta familia no sélo regulan el ciclo, sino que presentan ademas otras funciones distintas.

a.1 Funcion de las proteinas INK4

El nombre de las proteinas INK4 proviene de su habilidad por inhibir la actividad kinasa de
cdk4. Estas proteinas secuestran a cdk4/6 del complejo ciclina D/cdk4-6, lo que provoca la
liberacion de la proteina de la familia Cip/Kip p27 unida a este complejo, que a su vez se une ¢
inhibe al complejo ciclina E/cdk2. Asi las proteinas INK4 inhiben a dos complejos necesarios
para la proliferacion celular, uno de forma directa y el otro de forma indirecta, llevando a la
parada del ciclo de las células. La capacidad de las proteinas INK4 de parar a las células en G1
depende de la presencia funcional de las proteinas de la familia Rb. Esto es debido a su
capacidad de inhibir al complejo ciclina D/cdk4-6, lo que hace que pRB permanezca en su
forma activa hipofosforilada impidiendo a la célula de esa forma la entrada en fase S (Sherr y

Roberts 1995).

En un intento de entender el papel de cada uno de los miembros de esta familia, se realizaron

knock out de cada uno de los genes INK4 (tabla 3). Los ratones que han perdido cada uno de los
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genes de la familia INK4 exhiben distintos fenotipos. Asi los ratones que pierden el gen INK4d
(p19INK4d -/-) son practicamente normales pero presentan atrofia testicular y sordera. Los
ratones que pierden el gen INK4b (p15INK4b -/-) muestran un incremento en la proliferacion de
las lineas linfoides y una baja incidencia en la formacion de tumores espontadneos. Por otro lado
los ratones que pierden el gen INK4c (p18INK4c -/-) al igual que el que pierde el INK4a
(p16INK4a -/-) muestran un incremento en la susceptibilidad de tumores espontidneos e
inducidos por carcindgenos. Asi los ratones pl6INK4a -/- desarrollan linfomas espontaneos y
sarcomas de baja penetrancia, mientras que la mayoria de pl18INK4c -/- desarrollan tumores en
la pituitaria (I6bulo intermedio). Todo esto sugiere diferentes papeles in vivo para todas estas

proteinas (tabla 3).

Aunque los resultados con los knock out de los genes de la familia INK4 parecen mostrar
distintos papeles para estas proteinas, también se ha visto que esta familia puede desempefiar
funciones parcialmente redundantes en el control de las cdks en el ciclo. Asi la pérdida
p18INK4c -/- en fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) se compensa con un incremento en
los niveles de pl6INK4a, mientras la pérdida de pl6INK4a se ve compensada con un
incremento en los niveles de pl5INK4b. Se ha visto que en ratones doble knock out para
p18INK4c y pl6INK4a se produce un aumento significativo de la actividad de cdk4 al igual que
un fenotipo mas agresivo que el detectado en los simples mutantes. (Krimpenfort et al., 2007;
Ramsey et al., 2007). Todos estos datos son consistentes con un cierto grado de redundancia

entre los distintos miembros de la familia INK4.

La expresion de las proteinas INK4 se induce de forma diferencial en respuesta a varias vias
inhibitorias del crecimiento asi como en respuesta a estimulos oncogénicos. Pero la falta de
alguna de estas proteinas puede desencadenar un aumento de la expresion de otra proteina de la

misma familia en un intento de controlar la proliferacion celular.
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Tabla 3. Sumario de fenotipos de ratones knock out simples de la familia INK4

Blanco Ef.ectos Fenotipo Referencia
funcionales

Forma inestable

Linfoma de células B después de una larga] Krimpenfort et al.,

pl16INK4a

pl6INK4a latencia 2001
p16INK4a Nglsg I;I)(Igzzsa Variedad de tum(;;c:: Iieizpues de una corta Sharpless et al., 2001
No se expresa ni Sarcomas y linfomas similar a las
INK4"%? pl6INK4a ni observadas en Serrano et al., 1996
pl19ARF ratones p19arf-/- y p53-/-
No se expresa Desoérdenes linfoproliferativos
p15INK4b-/- D15INKAb angiosareomas y Latres et al., 2000
Incremento en la talla del animal y de
algunos dorganos, desordenes
p18INK4c-/- No se expresa linfoproliferativos, Franklin et al., 1998;
p18INK4c multiples quistes en glandulas mamarias y Latres et al., 2000
rifion,

tumores pituitarios y otros.

No se expresa Fenotipo semejante al salvaje pero algunos

p19INK4d machos presentan atrofia testicular Zindy et al., 2000

p19INK4d-/-

a.2 Papel de p16INK4a en la célula

En células infectadas con el virus SV40, se observd que cdk4 se asociaba con una proteina de
16Kd. El DNA que codificaba para esta proteina fue aislado mediante el método del doble
hibrido utilizando a cdk4 como cebo. A causa de su especificidad como inhibidor de cdk4 se

denomind INK4a (Xiong et al., 1993; Serrano et al, 1993).
En la ultima década se ha visto que el papel de pl6 no sdlo esta limitado a su funcion como
supresor tumoral, sino que ademas participa en procesos tales como el de senescencia,

apoptosis o reparacion del DNA.

Supresor de tumores

Como ya se ha comentado la elucidacion de la funcioén especifica de cada uno de los cuatro
miembros de la familia INK4 ha surgido del estudio de aproximaciones genéticas usando como
modelo ratones modificados (Tabla 3). La inactivacion del locus INK4a fue realizada en primer
lugar por el grupo de Serrano donde eliminaron los exones 2 y 3 antes de conocerse la

existencia de la proteina pl9ARF. El ratobn homocigoto para esta mutacion se designdé como
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INK4a**? y no presentaba ninguna de las dos proteinas pl6INK4a ni a pl9ARF. Estos ratones
se desarrollaban con normalidad y eran fértiles, aunque presentaban tumores espontdneos con
un periodo corto de latencia y ademas eran altamente sensibles a los estimulos carcinogénicos.
Inicialmente estos resultados se interpretaron como un indicativo de las importantes propiedades

de esta proteina como supresor de tumores.

Esta afirmacion ha sido revisada dado que se han generado ratones knock out de p19ARF y de
pl6INK4a. Aqui se ha visto que el raton que pierde exclusivamente pl9ARF presenta un

fenotipo muy similar al observado en el INK4a"*"

, mientras que los que pierden sélo pl16INK4a
o no desarrollan tumores o lo hacen en un menor porcentaje, lo que sugiere que pl9ARF es el

primer supresor tumoral de este locus, al menos en ratones.

Se han generado dos modelos de knock out de p16INK4a, sin que se encuentre alterada la
proteina pl9ARF. El raton desarrollado por Krimpenfort et al., 2001 presenta una version
truncada de p16INK4a. Este animal se desarrolla normalmente y permanece libre de tumores, a
excepcion de un pequeio porcentaje que presentaban linfomas de células B después de una
larga latencia. Por otro lado, el modelo desarrollado por Sharpless et al., 2001 es homocigoto
para la mutacion en el exon la de pl6INK4a, lo que da lugar a ratones que carecen de esta
proteina. Estos animales parecen desarrollar cierta variedad de tumores que afecta a un 25% en
el primer afio de vida. Esta diferencia de fenotipo en los dos modelos todavia permanece sin

aclarar.

En el caso de humanos, el gen que codifica para pl6INK4a fue uno de los primeros que se
descubri6 que estaba silenciado en tumores. La pérdida de pl6INK4a a través de mutaciones
puntuales o pequenas delecciones ha sido reportada en cientos de canceres. Asi la region
cromosomica 9p21 que contiene los loci INK4a-ARF-INK4b se encuentra frecuentemente
mutada lo que implica pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 9p21. Esto lo podemos
encontrar en la mitad de los tumores de vejiga y en melanomas. Las delecciones homocigotas
son frecuentes en neoplasias y llevan a la pérdida de p16 INK4a, p15 INK4b y pl14ARF. Las
mutaciones puntuales afectan exclusivamente a pl6INK4a y son frecuentes en tumores

pancreaticos y melanomas (Ruas y Peters, 1998). Después de descubrir estas mutaciones, se
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encontraron evidencias que los loci INK4a-ARF, y INK4b a menudo participan en el desarrollo
de tumores mediante mecanismos epigenéticos que implican la pérdida de expresion de estos
loci debido a la hipermetilaciéon que sufren sus regiones promotoras. Asi pl6INK4a no se
expresa en un gran niumero de tumores debido a la metilacion especifica de su promotor. Esta
metilacion es comin en un amplio panel de tumores asi como mielomas, tumores de vejiga,

cancer de colon y otros.

9p21 Q\ Metilacién

l Mut.puntual

INK4a-ARF

Metilacion

Leucemia 90% Delecciéon Mut.puntual Metilacién
0

Linfoma 559% Leucemia 58% 7% 4%
carcinoma de

Glioma 30% vejiga 50% 7% 70%
Glioma 35% 3% 19%
carcinoma
pancreatico 21% 27% 25%
Mel 11% 10% 10%

Figura 8. Alteraciones de el loci INK4a-ARF y INK4b en tumores humanos.
Representacion esquematica de la localizacion cromosémica, estructura génica y
proteinas codificadas en este loci. Tablas descriptivas de la incidencia genética
(delecciones y mutaciones puntuales) y epigenéticas (metilacion del pormotor)
encontradas en tumores humanos (Adapatacion de Ortega et al., 2002).

En contraste la inactivacion especifica del promotor de pl4ARF soélo se ha reportado en unos

pocos procesos tumorales que incluyen colon y carcinoma de estomago, lo que resalta la
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importancia de pl16INK4a como supresor de tumores en humanos frente a p1 SINK4b y pl14ARF
(Ortega et al, 2002).

Todos estos datos aportan evidencias que el locus INK4b/ARF/INK4a codifica para tres
supresores de tumores de gran relevancia que constituyen una de las principales defensas
antioncogénicas en mamiferos. Pese a esto hoy en dia es poco conocida la regulacion que
controla la expresion de este locus. Recientemente se ha descrito un nuevo mecanismo de
inactivacion del locus INK4b/ARF/INK4a. Los autores han localizado una pequefia region del
DNA altamente conservada cerca del lugar de transcripcion que parece poseer la capacidad de
regular a este locus de forma global. La inactivacién de esta region, a la que denominaron
RD™ARE " yrovoca el silenciamiento de todo el locus. Esto se produce tras la unién de la
proteina replicativa Cdc6 a esta region, que es capaz de captar histonas deacetilasas que
finalmente provocan la heterocromatinizacion y la represion del locus INK4b/ARF/INK4a. La
proteina Cdc6 estd sobreexpresada en algunos cénceres humanos, lo que puede explicar el
silenciamiento de este locus favoreciéndose asi la progresion del tumor (Murphy et al., 2005;

Kirchmaier y Rine, 2006).

Senescencia

Se ha propuesto que la senescencia juega un papel importante en el envejecimiento celular. Este
proceso se caracteriza por una permanente parada de la proliferacion, lo que podria perjudicar
gravemente la capacidad regenerativa de los o6rganos segin van envejeciendo. Otro papel
importante del proceso de senescencia es el de proteger a los organismos contra la
transformacion neoplasica como consecuencia de ciertos estimulos. Se han identificado un alto
numero de estimulos que provocan senescencia que incluyen: acortamiento de telomeros, dafio
en el DNA, estrés oxidativo, estrés oncogénico (como el provocado por una fuerte estimulacion

mitogénica) y otros.

Numerosos estudios han confirmado que la expresion de pl6INK4a se incrementa con el paso
del tiempo en la mayoria de los tejidos tanto en roedores como en humanos, por lo que se ha
sugerido a p16INK4a como biomarcador del estado fisiologico de tejidos. En tres tipos celulares

la inhibicioén de p16 inhibe parcialmente la disfuncion provocada por el envejecimiento. Asi en
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ratones irradiados deficientes en pl6 ya mayores, se ha podido observar un aumento en la
capacidad de transplantar o repoblar células en comparacion con un ratdén de genotipo salvaje de
la misma edad. Mas aun la pérdida de p16 favorece la neurogénesis en animales viejos pero no
en ratones jovenes. Asi el incremento de pl6INK4a con la edad no sélo parece contribuir a
reducir la capacidad de regeneracion sino también la proliferacion de los tejidos y de las células
en mamiferos (Zindy et al, 1997; Janzen et al., 2006; Krishnamurthy et al., 2006; Molofsky et
al., 2006).

Durante la senescencia las células son insensibles a las sefiales mitogénicas de forma
permanente, aunque se conoce poco la maquinaria molecular que conduce y mantiene a las
células en este estado de no proliferacion. En algunos tipos celulares, la senescencia esta
asociada a grandes cambios en la estructura de la cromatina, lo que lleva a la acumulacion de las
proteinas de heterocromatinal (HP1) e histonas H3 trimetiladas en focos de heterocromatina
asociados al proceso de senescencia (SAHF) y en los promotores de ciertos genes importantes
para el ciclo celular (Zhang et al., 2005). Asi los cambios en la cromatina impiden la
transcripcion de los genes que promueven la proliferacion, lo que provoca una insensibilidad
extrema a la estimulacién por mitogenos. Con referencia a todo esto, recientemente se ha visto
que el grupo A de proteinas de alta movilidad (HMGA), que se asocian con la activacion de
ciertos genes al igual que con la progresion del ciclo celular y la tumorigénesis, se acumulan en
la cromatina de fibroblastos senescentes y forman parte de la estructura de SAHF. Asi las
proteinas HMGA actian junto con p16INK4a de forma conjunta promoviendo la formacion de
SAHF y contribuyendo a la represion estable de la trancripcién de los genes dependientes de
E2F. La inhibicién de estas dos proteinas lleva a las células senescentes a superar este
mecanismo y a la reactivacion de ciertos genes dependientes de E2F y a reentrar en fase S desde

senescencia (Narita et al., 2006).

Apoptosis v regeneracion del DNA

Numerosos trabajos han descrito la posible implicacion de la familia INK4 en la respuesta
celular a agentes genotdxicos. En uno de esos articulos se describe como células U20S (células
tumorales sin p16), asi como MEFs p16INK4a -/- son sensibles a la apoptosis provocada tras el

tratamiento con luz ultravioleta. En cambio células con pl6INK4a muestran una menor
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sensibilidad lo que parece demostrar que esta proteina protege a las células de la apoptosis
inducida por la exposicion a la luz ultravioleta. En otro articulo se ha demostrado que después
de que las células sufran dafio en su DNA la sobreexpresion de p16INK4a al igual que p21Cip y
p27Kip en células tumorales, causa parada de la proliferacion, lo que inhibe la respuesta
genotoxica que finalmente provoca la apoptosis. Esto sugiere que los inhibidores de las cdks
pueden afectar a la sensibilidad de la mitocondria a las sefiales proapoptodticas inducidas por

dafio en el DNA (Al Mohanna et al., 2004; Le et al, 2005).

b) Familia Cip/Kip
Tres proteinas constituyen la familia Cip/Kip (proteinas de interaccion con CDKSs/ proteinas

inhibidoras de kinasas): p21Cipl, p27Kipl y p57Kip2. Estas proteinas muestran dominios
inhibidores homdlogos entre si, necesarios para la unién a los complejos formados por cdk4 y
cdk2. Aunque estas proteinas inhiben a todas las cdks de G1 in vitro, se ha observado que in
vivo inhiben de forma especifica a los complejos formados por cdk2. p21Cipl y p27Kipl
también se unen al complejo ciclina D/cdk4-6 sin interferir en su actividad kinasa, al menos
bajo ciertas condiciones estequiométricas. Al contrario, estos inhibidores parecen contribuir a la
formacion estable del complejo ciclina D/cdk4-6 durante las fases tempranas del ciclo celular

(Soos et al, 1996; Blain et al., 1997; LaBaer et al., 1997; Cheng et al., 1999).

Se ha propuesto que la unién de p27Kip1 a ciclina D/cdk4-6 provoca el secuestro de la proteina,
impidiéndose asi la inhibicion de su actividad de inhibicion de cdk2. La afinidad de p27Kipl
por un complejo u otro depende de propiedades estequiométricas (Reynisdottir et al, 1995). Este
modelo se ha visto confirmado mediante estudios derivados de células procedentes del knock
out de cdk4. Estas presentan un retraso en la reentrada en fase S desde quiescencia, que puede
ser explicado siguiendo este modelo. De este modo, la carencia de cdk4 impide la formacion del
complejo ciclina D/cdk4, esto aumenta los niveles de p27Kipl libre lo que finalmente inhibiria
al complejo de cdk2 provocando el retraso en la entrada a fase S. Asi en el doble knock out

cdk4-/-, p27-/- esto se revierte al no detectarse ningun retraso (Tsutsui et al., 1999).

p27Kipl fue identificado en primer lugar como un inhibidor de cdk2 en células tratadas con
TGF-beta o sometidas a inhibicion por contacto (Koff et al., 1993; Polyak et al, 1994). Al

mismo tiempo, se cloné como una proteina que interaccionaba con el complejo ciclina D/cdk4
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(Toyoshima y Hunter, 1994). Muchos estudios han demostrado que p27Kip1 se acumula en las
células tras sefiales antimitogénicas entre las que se pueden incluir el contacto célula-célula,
TGF-beta, cAMP, Rapamicina o tratamiento con lovastatina, lo que finalmente provoca parada
del ciclo celular. Asi p27Kip1 juega un papel critico en el ciclo de las células, siendo necesaria
su actuacion para una correcta regulacion de la proliferacion celular. Como ya hemos dicho
p27Kipl inhibe al complejo ciclina E/cdk2, pero la activacion de este complejo por un lado
provoca la entrada en fase S y por otro promueve la degradacion de p27Kipl permitiendo que se
formen asi otros complejos (Polyak et al., 1994; Slingerland et al., 1994; Toyoshima y Hunter,
1994).

La proteolisis de p27Kipl es dependiente de cdk2 y Skp2. Por un lado el complejo ciclina
E/cdk2 fosforila a la proteina en Treonina 187, lo que permite interactuar a Skp2 con el
extremo carboxi-terminal de p27Kipl. Esta asociacion da lugar al proceso de ubiquitinizacion
de la proteina y su posterior degradacion (Sheaff et al., 1997; Carrano et al., 1999; Tsvetkov et
al., 1999).

p27Kipl ademas de actuar sobre cdk2 y cdk4, también tiene la capacidad de inhibir a cdk3
(Braum et al., 1998). Los modelos murinos no han modificado esta vision sobre la funcion de
p27, sino que la han confirmado. Los MEFs cdk4-/- sufren un retraso en la entrada en fase S
desde GO debido a la acumulacion de p27 que inhibe a cdk2. De hecho en MEFs cdk4-/-, p27-/-
se restaura la actividad de cdk2 (Tsutsui et al., 1999). Se ha visto recientemente que p27 puede
inhibir también a cdk1, aunque hace afios ya se habia presentado una primera evidencia cuando
se demostrd que cdkl se unia a p27 in vitro (Montagnoli et al., 1999). En estos tltimos afios el
papel de p27 en el ciclo se ha ampliado, dado que se ha visto que p27 puede actuar también en
G2/M. Esto no era comprensible ya que p27 es degradado en esa parte del ciclo a través del
proteosoma SCF-SKP2. El knock out de SKP2 mostr6 un aumento en el tamafio de los
hepatocitos, que eran capaces de sintetizar ADN pero fallaban en mitosis. Cuando SKP2 era
eliminado, se producia una inhibicion de cdk2 y cdkl impidiendo a la célula entrar en mitosis.
Una vez mas, eliminando p27 mediante un doble knockout SKP2-/-, p27-/- se restablecia la

actividad de estas cdks y las células podian entrar en mitosis (Nakayama et al., 2000 y 2004).
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En esta familia de inhibidores es importante resaltar que pese a mostrar un mecanismo de accion
similar, p27Kipl y p21Cipl juegan papeles muy diferentes en la célula. p21Cipl es un blanco
transcripcional de p53 y se cree que es el principal efector de la parada del ciclo celular mediada
por p53 (Nakayama y Nakayama, 1998). p27Kipl en cambio, parece ser un regulador negativo
primario durante la proliferacion celular (Sherr y Roberts, 1999). La expresion de p27Kipl estd
controlada por una amplia familia de factores de transcripcion y un grupo de efectores de la via
de sefiales de traduccion de PI3K/Akt (Collado et al., 2000). Mas atn p27Kipl y p21Cipl
presentan un extremo carboxi-terminal muy diferente, que es el responsable de sus funciones

especificas (Nakayama y Nakayama, 1998; Sherr y Roberts, 1999).

El knock out de p21Cipl no presenta anormalidades fenotipicas relevantes y los ratones
desarrollan una variedad de tumores de baja latencia (Martin-Caballero et al., 2001). Ademas las
células p21Cipl-/- son deficientes en su habilidad para parar el ciclo en G1 tras haber sufrido
dafios en su DNA (Brugarolas et al., 1995; Deng et al., 1995). En contraste, la ablacion de
p27Kipl en ratén da como resultado hiperplasia llegando a generar organomegalia y un gran
incremento en la talla de estos animales, que desarrollan displasias en retina y tumores en el
l6bulo intermedio de la hipofisis (Nakayama et al., 1996; Kiyokawa et al., 1996; Fero et al.,
1996).

En tumores humanos el gen de p21Cipl no estd mutado frecuentemente. Lo mismo sucede con
p27Kip1 dado que el locus que codifica para esta proteina tampoco presenta mutaciones en la
mayoria de los tumores humanos. Sin embargo los niveles de p27Kipl si se encuentran
reducidos de forma frecuente en tumores y lineas tumorales humanas, y ademads esta inhibicion
estd asociada a un mal pronostico. Estos tumores incluyen mama, prostata y carcinomas

gastricos (Lloyd et al., 1999; Tsihlias et al., 1999; Bloom y Pagano, 2003; Blain et al., 2003).

Por su parte, p5S7Kip2 fue descubierto simultaneamente por dos grupos que buscaban
homologos de p21Cipl y p27Kipl. El locus de p57 es igual en ratones y humanos, y sélo se
expresa el alelo materno. p57Kip2 se ha relacionado con tumores de Wilms y con el sindrome
Beckwith-Wiedeman. También se sabe que juega un papel importante en la diferenciacion y

apoptosis de tejidos concretos (Vidal y Koff, 2000)
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Tabla 4. Sumario de fenotipos de ratones knock out de la familia Cip/Kip

Blanco Fenotipo Referencia

No presentan un fenotipo evidente. MEFs Brugarolas et al.,
(7208 ) VA muestran un defectivo punto de control en 1995; Deng et al.,
Gl 1995

Cierta letalidad embrionaria y neonatal,
| kA <Y RVA alteracion de la proliferacion y la apoptosis
en numerosos tejidos

Yang et al., 1997 ;
Zhang et al., 1997

Incremento en la talla del animal y de los Fero et al., 1996;
p27Kip1 -/- organos, infertilidad en hembras, Kiyokawa et al., 1996;
hiperplasia en la pituitaria Nakayama et al., 1996

1.4 Regulacion de la transicion G1/S

En la mayoria de las células las sefiales mitogénicas son requeridas hasta G1 tardio, punto en el
cual la célula se prepara para entrar en fase S e iniciar la replicacion del DNA. Este punto es el
denominado punto de restriccion y coincide con la fosforilacion e inactivacion de las proteinas
de la familia Rb (figura 9). En células quiescentes los miembros de esta familia, pRB y p130,
estan presentes formando complejo con los miembros de la familia de factores de transcripcion
E2F (Ikeda et al., 1996; Bagui et al., 2000). La fosforilacién de las proteinas de la familia Rb
libera a E2F que actua como activador de la transcripcion. Los genes dependientes de E2F que
estan regulados por las proteinas de la familia de Rb abarcan desde los necesarios para la

transicion G1/S hasta genes implicados en la replicacion del DNA (Ohtani, 1999).

Para unirse al DNA, las proteinas E2F estan obligadas a formar heterodimeros con la familia de
proteinas DP. Los heterodimeros E2F/DP pueden actuar como activadores o represores de la
transcripcion de ciertos genes. Se sabe que pRB puede interaccionar con histonas deacetilasas y
también con el complejo de remodelacion de cromatina. Asi el reclutamiento de pRB/E2F en los
promotores se piensa que reprime a los genes a través de estos complejos y las histonas

deacetilasas (Strober et al., 1996; Sherr, 1996; Brehm et al., 1998).
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Como ya hemos dicho, el complejo ciclina D/cdk4 es el primero en actuar sobre las proteinas de
la familia Rb. Este complejo fosforila a estas proteinas inactivandolas parcialmente, lo que
provoca la activacion de ciertos genes dependientes de E2F. Uno de esos genes es ciclina E que
a su vez aumenta la expresion de los genes dependientes de E2F fosforilando a las proteinas de
la familia Rb, lo que provoca una mayor liberacion de las proteinas E2F (Koff et al., 1992; Geng
et al., 1996). Esta regulacion positiva también se ve aumentada gracias a la expresion de los
genes E2F1, E2F2 y E2F3 que son a su vez dianas de la activacion transcripcional de E2F. La
expresion de ciclina A tiene lugar después de la expresion de ciclina E y es necesaria para la
fase S. La expresion de esta ciclina es también regulada por E2F. Para la expresion de ciclina E
y ciclina A es necesario eliminar de sus promotores a las proteinas de la familia Rb y los
complejos de remodelacion de cromatina junto con las histonas deacetilasas que los estan

reprimiendo.

p16INK4a p21 Cipl
p15INK4b p27 Kipl l

l p18INK4c p57 Kip2
p19INK4d

N &
tt @)y

L J ———— [————">> PROLIFERACION
Quiescencia

Diferenciacién G1 S

Figura 9.Transicion G1/S La progresion a través de la fase Gles controlada por el estado
funcional de la familia pRB. En Go, las proteinas de la familia Rb estan en su forma
hipofosforilada activa, unidas al factor de transcripcion E2F. El primer evento en G1 es la
activacion del complejo CDK4-6/ciclina D, que fosforila a las proteinas de la familia Rb, por
lo que son parcialmente inactivadas, lo que permite una limitada transcripcion de genes
dependientes de E2F, como el gen de ciclina E, activandose CDK2.
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2. Papel de las familias Rb y E2F en el control del ciclo

celular.

El gen de retinoblastoma Rb1 es un gen supresor de tumores que fue identificado primero en el
tumor pediatrico de retina conocido como Retinoblastoma. Este tumor es bastante raro, puede
ser hereditario o bien puede producirse de forma esporadica (Knudson, 1971). La clonacién e
identificacion de la mutacion del gen Rb1 confirmaron la hipodtesis de que este gen ejercia la
funcion de supresor de tumores. Un gran nimero de tumores presentan mutaciones y
delecciones en este gen (Dunn et al., 1988). De este modo es tipico encontrarlo inactivado en

osterosarcoma y carcinoma de pulmon de células pequenas (Liu et al., 2004)

Varios estudios han revelado que pRB actua junto con otras dos proteinas similares para regular
la proliferacion en la mayoria de los tipos celulares (Cobrinik, 1996; Dyson, 1998, Nevins,
1998). Estas dos proteinas son pl107 y Rb2/p130 que junto pRB forman la familia Rb conocida
con el nombre de “Pocket proteins” (figura 10). Este término deriva del dominio altamente
conservado que poseen las tres proteinas, a través del cual se unen a oncoproteinas virales y a
factores de transcripcion como los miembros de la familia E2F. Numerosos estudios han
demostrado que la sobreexpresion de estas proteinas puede causar parada en la fase G1 del ciclo
celular (Dyson, 1998). Estos estudios han contribuido a definir el papel de las proteinas de la
familia de Rb en la regulacion de la transicion entre proliferacion celular y diferenciacion. El
papel de estas proteinas en la regulacion del ciclo se basa en su capacidad de unirse a los ya
mencionados factores de transcripcion y posiblemente a proteinas implicadas en el control de la
replicacion del DNA. También juegan un papel importante en el proceso de diferenciacion de
diversos tejidos como en el caso de los ojos, cerebro, sistema nervioso central y melanocitos

entre otros (Giacinti y Giordano, 2006)
2.1 Familia de proteinas Rb

Las proteinas Rb1/p105 y Rb2/p130 se encuentran codificadas en la region cromosomica 13q14

y 16p12.2 respectivamente (Baldi et al., 1996), una region que se ha descrito que estd mutada en
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numerosos tumores, mientras que pl07 se encuentra codificada en la regiéon cromosdémica
20q11.2, un locus que raramente se ha encontrado implicado en neoplasias humanas (Paggi y
Giordano, 2001). Pese a esto, y a diferencia de pRB, p130 y p107 se encuentran inactivados de
forma esporadica en tumores humanos (Modi et al., 2000; Dannenberg y te Riele, 2006). Aun
asi, p130 se ha visto que estd regulado a la baja en numerosas lineas celulares tumorales
humanas al igual que en canceres humanos como carcinoma de endometrio, en céncer de
pulmon, carcinoma oral de células escamosas y melanoma. En todos ellos esta alteracion de
p130 esta relacionada con un mal pronostico de esos pacientes (Paggi y Giordano, 2001). En el
caso de p107 recientemente se han encontrado delecciones o alguna inactivacion funcional en el

gen que codifica para esta proteina en canceres humanos (Ichimura et al., 2000).

Las proteinas de esta familia presentan una zona homologa bipartita, formando el dominio
“pocket” (Claudio et al., 2002). , que se caracteriza por presentar dos regiones altamente
conservadas denominadas PD-A y B, separadas por una region espaciadora (figura 10).
Miembros de la familia E2F interaccionan con las proteinas de la familia Rb a través de este

dominio (Lee et al., 1998).

Los miembros de la familia Rb son regulados de forma postraduccional y su fosforilacién
gradual lleva a su inactivacion funcional. Esta fosforilacion es un fendémeno dependiente del
ciclo celular que es producido por los complejos formados por ciclinas/cdks. Estos complejos se
unen a las proteinas de la familia Rb a través de los dominios A y B, siendo este paso crucial
para la inactivacion de estas proteinas y para la liberacion de los miembros de la familia E2F

(De luca et al., 1997).

H1 H2 PD-A PD-B
p130 ] Z IS [ ] C-terminal
p107 [ [ ] [ ]
pRb ] Y I [ ]

Figura 10. Estructura de las proteinas de la familia Rb. Los dominios altamente
conservados incluyen H1, H2 y los dos subdominios de union (pocket) PD-A y PD-B
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De forma inversa, la defosforilacion de las proteinas de la familia Rb se sabe que tiene lugar
entre la anafase y la fase G1 (Ludlow et al., 1993) y depende de la proteina fosfatasa I, aunque
también puede ocurrir en otras fases en respuesta a sefiales inhibitorias del crecimiento. Por
ejemplo la proteina fosfatasa 2A (PP2A) acttia hipofosforilando a pRB en la fase S, al igual que

en respuesta a radiaciones y y a estrés oxidativo (Avni et al., 2003; Cicchillitti et al., 2003).

La region C-Terminal también juega un papel importante en la regulacion de la actividad de
estas proteinas. Esta region tiene distintas longitudes entre los miembros de la familia Rb,
siendo mas parecida entre pl130 y pl07 que en pRB donde esta region esta formada por un
menor nimero de aminoacidos. Esta region es muy importante dado que en ella se encuentra la
sefial de localizacion nuclear que controla el transporte de las proteinas del citoplasma al nucleo.
Esta region también es importante dado que a través de ella las proteinas de la familia Rb

interaccionan con las histonas deacetilasas (Dingwall et al., 1991).

2.1.1 Diferencias entre los miembros de la familia Rb

La expresion de los miembros de la familia Rb es distinta dependiendo del estatus en el que se
encuentre la célula. De este modo, Rb2/p130 se expresa en células quiescentes (GO) y en células
diferenciadas, disminuyendo rapidamente cuando las células salen del estadio de quiescencia
para entrar en el ciclo celular (Classon y Dyson, 2001). Cuando las células estan en GO la
proteina p130 se encuentra formando complejo con E2F4 del que se va disociando segun va
reentrando en el ciclo. Mientras tanto los niveles de pl107 son bajos en células en GO y van
aumentando segun la célula va progresando en el ciclo. Los niveles de pRB permanecen
practicamente sin cambios a lo largo del ciclo celular, tanto en células quiescentes como en

células proliferantes.

Los miembros de la familia Rb también difieren en su capacidad de unioén a los miembros de la
familia E2F. Se cree que act@ian de forma secuencial para prevenir la entrada en fase S. Asi en
GO pl30 estaria unida a E2F4, en Gl seria pl07 la que formaria complejo con E2F4 y
finalmente pRB se uniria a E2F4 al principio de la fase S (Ginsberg et al., 1994, Sardet et al.,
1995; De luca et al., 1997; Howard et al., 2000).
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De forma similar a pRB, la sobreexpresion de la proteina p107 puede inhibir la proliferacion
celular en ciertos tipos de células, parandolas en G1. Numerosos experimentos han demostrado
que la capacidad de inhibicion de estas células no ocurre a través del mismo mecanismo. Asi en
la linea celular C33A (carcinoma cervical) p107 es capaz de bloquear a la proliferacion mientas
pRB no (Zhu et al., 1993; Chen et al., 2002). De forma parecida un estudio sobre la
funcionalidad de p130 ha demostrado que en ciertos tipos celulares deficientes en pl16INK4a la
sobreexpresion de p130 puede parar el ciclo de estas células, sin embargo p107 y pRB no.
Todos estos resultados indican que aunque los miembros de la familia de Rb puedan

complementarse y compensarse entre ellos, no todas sus funciones son redundantes.

Una propiedad comun entre pl07 y p130 es su capacidad para unirse e inhibir a ciclina A-
E/cdk2 in vivo e in vitro. Es mas, la sobreexpresion de ciclina A y ciclina E es capaz de rescatar
la parada del ciclo inducida por p130, indicando la importancia de esta interaccion en el ciclo

celular (Claudio et al., 1996).

2.1.2 Evidencias genéticas del papel bioldgico de las proteinas de la familia Rb

El gen Rb1 fue el primero de la familia en ser inactivado en ratones modificados genéticamente.
Los embriones Rb -/- mueren en el ttero entre los dias 13 y 15 de gestacion. Los defectos en
estos embriones afectan a numerosos tipos celulares y tejidos como neuronas y sistema
hematopoyético, pero el mayor dafio en estos embriones se encuentra en la placenta. Aqui se
observan numerosas alteraciones en su estructura y una proliferacion aberrante de las células del
trofoblasto que es lo que finalmente provoca hipoxia y la muerte del embrion. Sin embargo, lo
mas sorprendente de este knock out fue en su momento que los animales llegaran a desarrollarse
hasta el dia 15 de gestacion (Clarke et al., 1992; Jacks et al., 1992; Lee et al., 1992). Se penso
que quizas la pérdida de pRB podia ser compensada por otro miembro de su familia, de este
modo aunque el knock out de Rb fuera letal, p107 o p130 podian estar desempefiando su funcion
al menos hasta el dia 14. Se ha visto que en MEFs Rb -/- la proteina pl07 se encuentra
sobreexpresada, quizas en un intento de compensar a pRB, lo que induce la entrada de las
células en estadio de quiescencia. El doble knock out de p107/pRB provoca defectos en la
placenta mucho mas graves lo que desemboca en la muerte del embrion dos dias antes (Vidal et

al., 2007).
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También se han generado modelos condicionales para pRB lo que ha permitido estudiar mejor
las funciones de esta proteina en células y tejidos. Estos estudios han revelado que las células
que han perdido pRB son capaces de contribuir a la mayoria de tejidos adultos incluido el
sistema nervioso central y la linea eritrocitaria que se encontraban gravemente afectadas en el

knock out de Rb (Maandag et al., 1994; Williams et al., 1994).

También se han generado knock out tejido-especificos para Rb y en la mayoria de los casos la
inactivacion de pRB causa aumento en la proliferacion pero los animales no llegan a desarrollar
tumores, aparentemente porque al menos se necesitaria la inactivacion de p53 para la progresion
tumoral completa. Otros modelos han demostrado que la eliminacion de pRB no causa ninguna
alteracion (astrocitos, musculo cardiaco, melanocitos) lo que podria estar indicando una posible
compensacion de los otros miembros de la familia Rb, que pueden ser importantes para esos

tejidos (Vidal et al., 2007).

Los fenotipos de los knock out de p107 y p130 dependen de forma importante del fondo
genético en los que son analizados. Mientras el raton pl07-/- presenta un fenotipo
aparentemente normal en un fondo C57BL/6J o mixto C57/129, los ratones p107-/- en un fondo
Balb/c] muestran alteraciones en su crecimiento e hiperplasia mieloide. Los MEFs derivados de
este ultimo modelo tienen una elevada proliferacion (Lee et al., 1996; LeCouter et al., 1998). De
forma similar la pérdida de p130 en un fondo C57BL/6J muestra un fenotipo normal, en cambio
en un fondo Balb/c] los animales mueren antes de nacer presentando alteraciones en
neurogénesis y miogénesis, junto con un aumento de la proliferacion y la apoptosis en

numerosos tejidos (Cobrinik et al., 1996; LeCouter et al., 1998).

Analisis de las células derivadas de los knock outs de p130 y pl07 demostraron que estas
proteinas son reguladores negativos del ciclo celular y en la mayoria de los casos ambas
proteinas presentan papeles solapantes. El doble mutante p130/p107 muere antes de nacer con
graves defectos en el desarrollo del hueso endocondrial y proliferacion aberrante de los
condorcitos, incluso en animales con fondos genéticos en los que los mutantes individuales no

presentan fenotipos (Cobrinik et al., 1996).
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Estudios recientes han aportado nuevos e interesantes datos sobre la funcion de p107 y p130. En
ellos se ha sugerido que p107 puede desempefiar un papel importante en la regulacion del ciclo
de células madre en tejido adiposo y en precursores neuronales. p130 también puede tener un
papel importante junto con p27Kipl regulando la proliferaciéon de células hematopoyéticas

(Soeiro et al., 2006).

2.2 La familia E2F

Para la actividad transcripcional de E2F es necesario que esta proteina forme heterodimeros con
los miembros de la familia DP. Esto les permite la union al DNA y regular un gran nimero de

genes implicados en diversos aspectos del crecimiento y proliferacion celular.

Los miembros de la familia E2F pueden dividirse dentro de dos subgrupos basados en su
funcion en activadores (E2F1-3a), o represores (E2F3b-7). Los activadores son necesarios para
la transcripcion de los genes implicados en la transicion G1/S y para la correcta progresion a
través del ciclo celular. Asi, la pérdida de los tres miembros de la familia E2F activadores
provoca la parada de la proliferacion. La sobreexpresion de una de estas proteinas en

fibroblastos quiescentes es suficiente para conducirlos hasta la fase S.

E2F4 y E2F5 se cree que poseen funciones represoras y permanecen en el niicleo unidos a las
proteinas de la familia Rb durante GO/G1. Ademas la sobreexpresion de estas proteinas en
fibroblastos quiescentes no conduce a la entrada en fase S como pasa con los otros miembros
activadores de la familia. De hecho, el principal papel de E2F4 y 5 parece ser el de inducir la

salida del ciclo celular y la diferenciacion.

E2F6 y E2F7 poseen caracteristicas distintas a los otros miembros de la familia E2F dado que
reprimen la transcripcion de manera independiente a los miembros de la familia Rb, al carecer
de los dominios de transactivacion de unioén a ella. Se ha demostrado que E2F6 inhibe la
transcripcion a través de su asociacion con las proteinas del grupo “Polycomb” (PcG) y se ha
descrito que una posible funcion puede ser la represion de los genes diana de los E2F

activadores, impidiendo la union de estos ultimos al DNA (Trimarchi et al., 2001; Storre et al.,
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2002, Otte y Kwaks, 2003). El descubrimiento de E2F7 junto con E2F8 ha afadido un mayor
grado de complejidad a esta familia (Attwooll et al., 2004). La estructura de E2F7 sdlo se
asemeja con los otros miembros de la familia en su dominio de union al DNA, pero para esa
unioén, al menos in vitro, no parece depender de la dimerizacion con las proteinas DP (Blais y
Dynlacht, 2004). Se cree que E2F7 puede estar regulando genes diana de E2F a lo largo del
ciclo celular mientras tanto, el papel de E2F8 todavia no esta claro pero se piensa que puede

estar relacionado con quiescencia.

2.2.1 Evidencias genéticas del papel bioldgico de las proteinas de la familia E2F

Tabla 5. Sumario de fenotipos de ratones knock out de la familia E2F

Blanco Ef?ctos ‘ Fenotipo Referencia
funcionales
Yamasaki et al., 1996;
Predisposicion al cancer y aumento en la | Field et al., 1996; Zhu
Apoptosis proliferacion de las células del timo por | et al., 1999 ; Garcia et

E2F3

E2F1, E2F2,
E2F3

E2F4

E2F5

E2F6

DP1

Represion del
promotor de ARF

Maduracion
eritrocitaria

Desarrollo cerebral

defectos en apoptosis.

Incremento de la proliferacion de células
hematopoyéticas, a menudo desarrollo de
tumores y autoinmunidad

Letalidad embrionaria. MEFs fallan en la
transcripcion de los genes de respuesta
E2F

Letal. MEFs fallan en la proliferacion y
reentrada en el ciclo celular
Mueren en edad temprana debido a un
aumento a las infecciones, no se ve
afectada la proliferacion en las MEFs
Desarrollo de hidrocefalia después del
nacimiento
Muestran transformacion en el esqueleto
axial

Letalidad temprana

al., 2000 ; Murga et
al., 2001

Murga et al., 2001;
Zhu et al., 2001

Humbert et al., 2000;
Wu et al., 2001,
Ziebold et al., 2003 ;
Aslanian et al., 2004

Wu et al., 2001

Humbert et al., 2000 ;
Rempel et al., 2000

Lindeman et al., 1998

Storre et al., 2002
Kohn et al., 2003

Los modelos de los ratones mutantes para estas proteinas han mostrado claros ejemplos de su

especificidad bioldgica. Se han generado ratones knock out para E2F1-6 y se han encontrado
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funciones en el control del ciclo celular, pero también papeles independientes en desarrollo,

homeostasis de tejidos y formacion de tumores.

2.3 Via E2F/pRB

Los miembros de la familia E2F activadores (E2F1, 2 y 3a) estan unidos e inhibidos
preferentemente con pRB. E2F1-3a estan generalmente ausentes o poco expresados en células
quiescentes y son inducidos en Gl tardio (Dyson et al., 1998). La forma E2F3b se expresa a
través de todo ciclo celular, formando complejos represores de la trascripcion con pRB en GO
(Leone et al., 2000) y complejos represores independientes a las proteinas de la familia de Rb en
células proliferantes y quiescentes (Aslanian et al., 2004; Ginsberg et al., 2004). E2F4 y la
menos abundante E2F5 son malos activadores transcripcionales, se expresan a lo largo de todo
el ciclo celular pero en GO y G1 temprano ambos son reclutados al nucleo por p107 y p130,
formando complejos represores de la transcripcion. Los otros dos miembros de la familia, E2F6
y 7, no se unen a las proteinas de la familia Rb pero reprimen los genes de respuesta a E2F a

través de otros mecanismos (Dimova y Dyson, 2005).

Las proteinas de la familia Rb parecen mediar la parada del ciclo celular en GO/G1 a través de la
represion de la actividad transcripcional de E2F. Esto se cree que ocurre a través del
reclutamiento, en los promotores de respuesta a E2F, de una amplia variedad de modificadores
de cromatina como pueden ser las histonas deacetilasas (HDACs) (Brehm et al., 1998; Brehm et
al., 1998; Magnaghi-Jaulin., 1998; Stiegler et al., 1998; Ross et al., 2001) y otros factores como
histonas metiltransferasas. Esto se ha podido estudiar gracias a la inmunoprecipitacion de
cromatina (ChIP) que ha permitido comprobar que la union de las proteinas de la familia Rb a
histonas deacetilasas I provoca un cambio en los grupos acetilo de las histonas H3 y H4 que
compacta la cromatina e impide la transcripcion. Estos estudios mediante ChIP también
mostraron que en G1 tardio, los complejos represores formados con las proteinas de la familia
Rb se disocian de los promotores de respuesta a E2F. De este modo la union de E2F a los
promotores activa la transcripcion y restaura la acetilacion de histonas (Takahashi et al., 2000;

Ferreira et al., 2001; Morrison et al., 2002; Rayman et al., 2002).
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Figura 11. Representacion esquematicade los miembros de la familia E2F, de sus
subgrupos, papel biolégico y especificos inhibidores a los que se unen.

Gracias a todos estos estudios se han generado modelos de regulacion de los genes de respuesta
a E2F. De este modo en las fases GO y G1 temprana, los genes necesarios para que continte el
ciclo se encuentran reprimidos mediante tres mecanismos distintos. Por un lado los dos
miembros de la familia Rb, p107 y p130, se hallan formando complejos represores con E2F4 o
E2F5 en la mayor parte de los promotores de respuesta a E2F (figura 11). Por otro lado, el otro
miembro de la familia, pRB mantiene reprimido a los E2F (E2F1-3) activadores a través de la
union directa a ellos. Se han encontrado muy pocos promotores reprimidos por union directa de
E2F1-3 y pRB, aunque sucede con el promotor de ciclina E (Wells et al., 2000; Morrison et al.,
2002). Un tercer mecanismo represor tiene lugar a este nivel del ciclo, que implica la union de

E2F6 a proteinas represoras distintas a la familia Rb (figura 12A) (Ogawa et al., 2002).

En G1 tardio las proteinas de la familia de Rb se encuentran normalmente fosforiladas y
disociadas de sus E2Fs. E2F4 y E2F5 se encuentran relocalizados en el citoplasma y los
promotores se encuentran unidos a los E2F activadores de la transcripcion (E2F1-3). Esto
generalmente se asocia con un reclutamiento de histonas acetiltransferasas (HATs) que
incrementa la acetilacion de las histonas y estimula la transcripcion (Figura 12B) (Takahashi et
al., 2000, Rayman et al., 2002; Zhu et al., 2004; Taubert et al., 2004). En la transiciéon G1-S, e

incluso en fase S tardia atin se pueden encontrar a E2F1, 2 y 3 unidos a ciertos promotores;
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otros en cambio estan unidos a otros factores de transcripcion. Otros genes a estas alturas del
ciclo necesitan ser silenciados como es el caso de Cdc6 y E2F1, lo que se consigue a través de la
unién de los promotores al factor de represion E2F7 (figura 12C) (Di Stefano et al., 2003)

Al A2

pRb

GO/G1 . '
temprana

G1 tardia
) - -
@ S/G2 _ﬁ@_ FACTORES
Cl1

Figura 12. Modelo de regulaciéon de los genes de respuesta E2F. La figura es una
representacion de los resultados de varios trabajos obtenidos mediante la técnica de ChIP. Aqui se
muestran las proteinas de la familia Rb unidas a los promotores en las fases GO y G1 temprana, G1
tardia y S/G2. A) Fases G0 y G1 temprana Al: E2F4/5 junto con p107/p130 y HDAC han sido
detectados unidos a los promotores de la mayoria de los genes de respuesta E2F como pueden ser
ciclina A, E2F1, Cdc2 y B-myb. E2F1-3 unido a pRB se ha encontrado unido a muy pocos
promotores como es el caso de ciclina E. A2: E2F6 unido a otra proteina represora distinta que las
proteinas de la familia Rb, también ha sido encontrado unido a promotores en esta fase. B) Fase
G1 tardia. Los E2F activadores se unen a los promotores y recutan acetilasa de histonas (HAT)
que aumenta la actividad de transcripcion. C) Transicion S/G2. C1: Muchos de los promotores
activos en G1 permanecen activos en fase S. C2: Otros necesitan ser activados por otros factores
de transcripcion. C3: Y otros promotores se encuentran reprimidos por E2F7 (Adaptacion
Cobrinik, 2005).
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En algunos casos la regulacion de ciertos promotores depende de la proteina reclutada por parte
de las proteinas de la familia Rb. Por ejemplo p107 se ha encontrado que interviene en la
represion de c-Myc inducida por TGF-J a través del reclutamiento de Smad3 (Frederick et al.,
2004). Aqui p107 estd implicado en un promotor de respuesta a E2F-Smad3, y puede regularlo a
través de su capacidad de union a E2F4 y Smad3. Asi pues, p107 y p130 pueden regular otros
promotores de respuesta a E2F a través de la union con E2F4 en cooperacion con otros factores

de transcripcion (Le Cam et al., 1999; Araki et al., 2003; Zhu et al., 2004).
3. Relacion pRB/p16INK4a

Como ya se ha explicado, pRB regula la transicién desde fase G1 a la fase S del ciclo celular, un
proceso que implica principalmente la actividad kinasa asociada al complejo ciclina D/cdk4.
Estudios de mutaciones de numerosos tumores humanos han revelado que ciclina
D/cdk4/INK4a/pRB forman parte de una via que se encuentra alterada en la mayoria, si no en
todas las células tumorales (Sherr et al., 1996; Harbour et al., 1999). Las sefales proliferativas
oncogénicas desencadenan varios mecanismos antioncogénicos, como la apoptosis y
senescencia. Ambos procesos se cree que surgen para evitar la formacion de neoplasias (Serrano
y Blasco, 2001; Sharpless y DePinho, 2005). La senescencia celular consiste en la pérdida del
potencial proliferativo, y se ha considerado como un mecanismo antioncogénico importante. La
senescencia se produce por un numero de vias que juntas resultan en una parada del ciclo
permanente e irreversible. Mutaciones en estas vias permiten superar la senescencia, lo que
permite a las células proliferar de forma ilimitada (Bringold y Serrano., 2000). En las
principales vias de induccion de la senescencia los componentes importantes son los productos
de los genes supresores de tumores, p53 y pRB (Serrano y Blasco, 2001). La actividad de estas
proteinas se incrementa durante la senescencia celular. Ademas, la inactivacion de p53 y pRB
en MEFs senescentes revierte el fenotipo llevando a la reentrada del ciclo celular, lo que sugiere
que estas proteinas no s6lo son necesarias para inducir senescencia sino también para mantener

este fenotipo en células murinas (Sage et al., 2003; Dirac y Bernards, 2003).

Sin embargo en células humanas la senescencia es irreversible a pesar de la inactivacion de p53

y pRB. Es interesante resaltar que la pérdida de estas dos proteinas en células senescentes
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humanas permite reiniciar la sintesis de DNA pero las células fallan en completar el ciclo
celular (Dai y Enders, 2000; Beausejour et al., 2003). pl6 también parece tener un papel
importante en senescencia en células humanas, dado que sus niveles aumentan
considerablemente en respuesta al estrés oncogénico, y su sobreexpresion puede iniciar
senescencia autonoma programada (Dai y Enders, 2000; Beausejour et al., 2003). La inhibicién
de p16 en células senescentes humanas en condiciones limitantes de mitdgenos también provoca
que estas células reinicien la proliferacion celular. Todo esto muestra que la via pl6-pRB

asegura la irreversibilidad de la senescencia.

De forma consistente con el papel de pRB y p16 en senescencia, la inactivacion de esta via en
las células da como resultado su inmortalizacion y la capacidad a las células, donde esto ocurra,
de dar lugar a un céancer clinicamente relevante. De esta manera los genes de pl6 y pRB se
encuentran mutados frecuentemente en canceres y lineas tumorales. También es tipico encontrar
otras alteraciones en la via pl6/pRB como hiperactivacion de cdk4 y cdk6, sobreexpresion de
ciclina D, o mutaciones en cdk4 que la hacen insensible a los efectos inhibitorios de p16 (Ortega
et al., 2002; Deshpande et al., 2005). Sorprendentemente son raros los casos en donde pl6 y
pRB estén ausentes al mismo tiempo. Asi, se ha descrito que en ausencia de una de ellas en
células cancerigenas, la otra se encuentra presente, de modo que células tumorales pRB
negativas presentan altos niveles de pl6 y al revés. Esta relacion inversa es estadisticamente
muy significativa (Okamoto et al., 1994). Esta relacion parece el producto del intento fallido de
poner en marcha el mecanismo de senescencia. Se cree habitualmente que los altos niveles de
p16 no tienen ningun efecto sobre la biologia de la célula Rb negativa, dado que las células que
no tienen pRB no responden a la sobreexpresion de pl16, pero esta idea se basa en el concepto
lineal donde p16 tan solo puede ejercer su efecto inhibitorio a través de pRB (Medema et al.,
1995). Hoy en dia se sabe que esto no es estrictamente cierto dado que por un lado los
complejos ciclina D/cdk4 fosforilan e inactivan al menos a p107 y p130 (Beijersbergen et al.,
1995; Bruce et al., 2000) y se ha encontrado que para que pl6 pueda parar la proliferacion
celular se requiere la presencia de estas dos proteinas ya que con la presencia de pRB no es
suficiente (Bruce et al., 2000). Incluso se ha descrito que los tres miembros de la familia Rb son
capaces de regular a pl6 negativamente. Asi la inhibicién individual de p107, p130 o pRB

provoca una elevacion en la expresion de pl16 (Kotake et al., 2007). En las células tumorales Rb
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negativas las proteinas p130 y p107 estan presentes, por lo que pl6 puede estar regulando de

alguna manera a estas proteinas.
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Objetivos

1. Obtener y caracterizar poblaciones estables de células Rb negativas con bajos niveles de
pleé.

A) Obtener, a partir de células tumorales humanas RbD. negativas, poblaciones con
niveles de p16 lo suficientemente bajos como para que se reconstituyan complejos ciclina/cdk
con cdk4 activo.

B) Estudiar el efecto de la inhibicion de p16 sobre la actividad transcripcional de los
genes dependientes de E2F, asi como sobre la capacidad de las células de inactivar a las
proteinas de la familia Rb: p107 y p130.

2. Estudiar la regulacion del ciclo de las células Rb-/- con y sin p16.

A) Determinar si las cdks son responsables de regular el ciclo de las células Rb

negativas en las células con y sin p16.

B) Estudiar la importancia real de cdkl, cdk2 y cdk3 en el ciclo de las células Rb

negativas con y sin p16.
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Material y métodos

1. Células

1.1 Cultivo celular

La linea celular SaOS2 (constituida por células de osteosarcoma humano de tipo osteoblastico)
al igual que las lineas 293 (linea embrionaria humana de rifién y transformadas para que
produzcan de forma constitutiva E1), MCF-7 (linea procedente de adenocarcinoma mamario
humano) y U20S (linea procedente de osteosarcoma humano) se cultivaron en medio completo;
DMEM (Dulbecco Modified Eagle’s Mediun, sigma) suplementado con 10% de suero bovino
fetal (Invitrogen) y 1% de antibiotico Penicilina/Estreptomicina (sigma). Para el subcultivo, las
monocapas celulares se lavaron con solucion salina (PBS) y desadheridas de la placa de cultivo
con Tripsina-EDTA (sigma) al 0,25%, durante 5 minutos a 37°C. Las células se subcultivaron

segun los requerimientos de los ensayos.

A partir de la linea SaOS2, se generaron clones que expresan una proteina transmembrana de
raton que permite que las SaOS2 sean susceptibles de ser infectadas con retrovirus ecotrdpico.
Para la obtencion de estos clones las células se transfectaron por fosfato de calcio de forma
conjunta con el pldsmido que codifica para la proteina transmembrana murina denominado
pJET (Kim et al, 1991), que nos fue cedido por la doctora Barbara Schurierle, y un plasmido
que confiere resistencia a geneticina (pRcCMYV) en una proporcion 1:3. Las células se
seleccionaron en medio suplementado con 1mg/ml de geneticina (G418, Amersham) durante
varias semanas, y de esta manera se obtuvieron clones que fueron aislados y expandidos
directamente. Para seleccionar cudles de aquellos clones expresaban la proteina murina, se
infectaron con retrovirus ecotroépicos que contenian la secuencia que codifica para la enzima [3-
galactosidasa, de forma que al afadir el substrato X-gal los clones que presentaban dicha

proteina se volvieron azules (figura 15).
A partir de uno de los clones de SaOS2, se generaron poblaciones con bajos niveles de pl6

mediante dos infecciones secuenciales con retrovirus ecotropicos que contenian shRNA contra

el exon 1 de pl6, y poblaciones control mediante dos infecciones con retrovirus ecotropico que
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contenia sShRNA contra luciferasa. La primera infeccion fue realizada o bien con el plasmido
retroviral pRetroSuper enviado por el doctor Ruvkum Agami del Netherland Kancer Institute
que confiere resistencia a puromicina y que contiene la secuencia de un shRNA disenado por
nosotros siguiendo las indicaciones recogidas en la pagina web

http://www.nki.nl/nkidep/agami/psuper.html de Ruvkum Agami, o bien con el plasmido

retroviral p16/1 MSCV puro-Hpal que nos fue cedido por Scott Lowe (Cold Spring Harbor
Laboratory) . Estas poblaciones se seleccionaron con medio suplementado con 2pg/ml de
puromicina (sigma) durante una semana, tras la cual fueron infectadas nuevamente con otro
sobrenadante retroviral que contenia un shRNA distinto contra p16 y que le conferia resistencia
a higromicina. El plasmido retroviral utilizado es el pRetroSuper-Hygro. Finalmente las
poblaciones fueron seleccionadas con medio suplementado con 0,4 mg/ml de Higromicina (BD
clontech) durante varias semanas, tras las cuales se comprob6 por western blot la expresion de

pl6. Las poblaciones resultantes se denominaron como Sil y Si2.

Para la realizacion de los experimentos, se sembro el nimero adecuado de células para cada
protocolo en medio completo. La sincronizacion fue mediante doble bloqueo con timidina o

serodeprivacion segun el caso.

1.2 Sincronizacion celular

Para los estudios de ciclo celular las células fueron sincronizadas en distintas fases mediante

doble bloqueo de timidina o bien mediante serodeprivacion.

1.2.1 Doble bloqueo de timidina

Se sembraron 500.000 células en una placa de 90mm de didmetro, 24 horas después se afiadio
al medio timidina (sigma) a una concentracion final de 2mM. 14 horas después, las células se
lavaron con solucion salina (PBS) y se dejaron en medio completo 11 horas, tiempo tras el cual
se bloquearon otra vez con timidina a la misma concentracion. Esta segunda incubacion se dejo

distintos tiempos segin se indica a continuacion:

58



Material y métodos

e Fase G1: después de 19 horas en presencia del segundo bloqueo de timidina, las células se
lavaron 3 veces con PBS y se dejaron 18 horas en medio suplementado con 20% de suero y 1%
de penicilina/estreptomicina, tiempo tras el cual las células se recogieron para diferentes

ensayos.

e Fase S: después de 14 horas en presencia del segundo bloqueo de timidina, las células se
lavaron 3 veces con PBS y se dejaron 6 horas en medio suplementado con 20% de suero y 1%
de penicilina/estreptomicina, tiempo tras el cual las células se recogieron para diferentes

ensayos.

3xPBS
Medio

18H
500.000 % — Fase Gl
Células Timidinay Timidma >
‘ 3xPBS Q
Medio

24 H 14H
) — (e — =2 —%
N o
e
% —— Fase S

Figura 13. Representacion del doble bloqueo de timidina

1.2.2 Serodeprivacion

Se sembraron 10°células en medio completo en placas de 90mm, las células al dia siguiente se
lavaron 3 veces con PBS y se mantuvieron en medio sin FBS durante 3 dias. Las células fueron
reestimuladas afiadiéndoseles medio al 20% de suero. Las células fueron recogidas a 12,22 y 36

horas.
1.3 Proliferacion celular

Las diferencias en proliferacion de las células SaOS2 con respecto a sus poblaciones se

realizaron mediante las siguientes técnicas.

1.3.1 Contaje celular
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Se sembraron 40.000 células en placas de 60mm de didmetro, 48 horas después se contaron en
camaras de Neubauer, repitiéndose cada 2 dias, alrededor de 4 veces mas. Este experimento se

realizo dos veces, con triplicados para cada punto.

1.3.2 Incorporacion de Bromouxiridina

Se empled la técnica de la incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU), un analogo de la timina.
Para ello, se sembraron 35.000 células sobre cubreobjetos en placas de 24 pocillos, y al dia
siguiente se afiadié al medio BrdU (Sigma) a una concentracion final de 10uM durante una
hora. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron 2 veces con PBS y se fijaron con etanol al
70% frio durante al menos 30 minutos. Posteriormente, se procedid a la desnaturalizacion del
DNA celular mediante una incubacion de 30 minutos en HCl 4 M, seguida de una
permeabilizacion de 10 minutos de las membranas mediante la incubacion con 0,5% de triton
X-100 (Sigma) en PBS. La incorporacion de BrdU por las células proliferantes fue visualizada
mediante inmunofluorescencia directa empleando el anticuerpo anti-BrdU conjugado con un
fluorocromo verde (FITC-conjugated BrdU antibody set, BD Pharmingen™) a una dilucién 1:2

en PBS durante 45 minutos.

Para la visualizacion de los nucleos, las células se incubaron con Dapi (4'-6-diaminodiono-2-
phenylindole) (Sigma) diluido en PBS a una concentracién de Spg/ml durante 15 minutos. Para
el montaje de los cubres, se afiadié Sul de gel de montaje (Biomeda corp., Foster City) sobre los
portaobjetos. Las células se analizaron mediante microscopia de fluorescencia utilizando un
microcopio invertido Olympus IX70 con fluorescencia y sistema de contraste Hoffman,
empleando un objetivo de magnificacion de 40x. Para visualizar la fluorescencia verde se
empleod un filtro con una longitud de onda de excitacion de 470-490 nm, y para la azul de 360-
370 nm. Las imagenes se obtuvieron con la camara Olympus DP50.Se contaron mas de 300
células en duplicados. El procesamiento posterior de las imagenes obtenidas se realizdé con el
programa Adobe Photoshop version 8.0.1 y el contaje celular se realizo utilizando el programa

UTHSCSA Image Toll version 3.00.
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1.3.3 Citometria de Flujo

Las células fueron tripsinizadas y recogidas en medio completo, a continuacion se centrifugaron
a 1000g durante 5 minutos, después se resuspendieron en PBS y se volvieron a centrifugar bajo
las mismas condiciones. Las células se resuspendieron cuidadosamente en 500 pl de PBS y se
fijaron con 7,5 ml de etanol al 70% toda la noche a -20°C. Al dia siguiente se centrifugaron a
1000g durante 15 minutos sin freno, se elimind la totalidad del etanol y se resuspendieron en
500 ml de PBS con 100 pg/ml de RNAsa (Sigma). Tras una incubacion de 30 minutos a 37°C
se afiadieron 500 ul de solucién de yoduro de propidio. La cantidad de DNA en cada célula se
determin6 con un citdmetro FacScan (Becton Dickinson), y los datos resultantes se analizaron

con el programa ModFit.

1.4 Transfecciones

1.4.1 Fosfato de calcio

Este método esta basado en el protocolo descrito en el articulo de Chen y Okayama (MCB 1987,
7: 2748-2751). El dia anterior a la transfeccion, las células fueron tripsinizadas y se sembraron
en medio completol,5 millones de células, cantidad adecuada para que 24 horas después
llegaran a un porcentaje de confluencia del 80% en una placa de 90mm de didmetro. La
cantidad total de plasmido transfectado fue de 25ug en agua (hasta alcanzar los 250ul) y 250ul
cloruro célcico 0,5 M. Esta mezcla se afiadi6 sobre 500 pl de tampon HBBS gota a gota
favoreciendo la formacioén de precipitado mediante el burbujeo simultdneo de aire con una
pipeta pasteur. Tras 20 minutos de incubacion a temperatura ambiente, la mezcla resultante se

anadio sobre las células.

12 horas después, el precipitado se eliminé mediante aspiracion y 3 lavados de PBS. Las células
se mantuvieron en medio completo durante una hora, después de esto se lavaron 2 veces mas
con PBS y se dejaron en medio completo 48 horas. Tiempo estimado para recoger las células

para los distintos experimentos
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HBBS

HEPES 50 mM

NaCl 280 mM

Na,HPO, 1.5 mM

Glucosa 12 mM

KCl 10 mM
Se ajusto el pH a 7,05

1.4.2 Infeccion Retroviral.

Este método, descrito previamente por Garry Nolan (Nolan et al., 1999) se emple6 para la
obtencion de las poblaciones Sil y Si2, que sirvieron como modelo de estudio para ver los
efectos de la disminucion por siRNA de pl6 en células tumorales Rb negativas. Para ello se
utilizaron los clones de la linea celular SaOS2 que expresaban un receptor ecotropico que las

hacia susceptibles de ser infectadas con virus murinos.

Para la construccion de retrovirus, se utilizd como vector viral el pRetroSuper en el que se
clonaron los oligos de los shRNAs contra pl6 y Luci33. Los otros vectores retrovirales
utilizados para la obtencion de las poblaciones Sil y Si2 fueron pl16/1 MSCVpuro-Hpal,
pRetroSuper-Hygro y pRetroSuper pl16-Hygo. Las particulas virales se obtuvieron a partir de la
linea celular empaquetadora 293 T, derivada de las 293 por transfeccion del antigeno T del virus
SV40. En primer lugar se sembraron 3x10° células en una placa de 90 mm de diametro, 24horas
después y momentos antes de la tansfeccion se anadié al medio cloroquina (Sigma) 25mM
como inhibidor de lisosomas, la transfeccion se llevd a cabo mediante el protocolo de fosfato de
calcio con 15ug de vector retroviral y 15ug de pHELPER, que codifica para los genes
estructurales del retrovirus, necesarios para la formacion de las particulas virales. Las cantidades
de agua, cloruro célcico y HBBS son las mismas que en el protocolo clasico de transfeccion, la
diferencia es que a los 500ul de la mezcla formada por DNA, agua, cloruro calcico se le anadio

gota a gota 500ul HBBS, anadiéndoseles directamente a las células empaquetadoras el
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precipitado, sin esperar ningun tiempo de incubacion. El precipitado se retird 12 horas después y
se anadid medio completo. 48 horas después se recogido el sobrenadante viral que fue
centrifugado a 900g durante 5 minutos y filtrado con filtros de 45um de didmetro (Millipore) se

alicuotearon y se guardaron a -80°C.

Para la infeccion de las células diana se sembraron 1,5x10° de SaOS2 o 500.000 de los
fibroblastos de raton D3T3. 24 horas después de la siembra se afiadido 3ml de sobrenadante viral
con 30ul de polibreno 400ug/ml. Tras una incubacion de 6 horas, se completd con medio

completo hasta los 8 ml.

1.4.3 Electroporacion

Esta técnica se empled para la sobreexpresion de p27 o bien en los experimentos de
silenciamiento de cdkl y cdk2 y cdk3 mediante RNA de interferencia comerciales. Tanto p27
como los siRNAs se transfectaron por electroporacion con el electroporador Nucleofector 11
(Amaxa). Para la electroporacion se necesitaron 10° células que se centrifugaron a 1000g
durante 5 minutos, tras esto fueron resuspendidas en 100ul utilizando la solucion comercial del
Cell line Nucleofector Kit V (Amaxa). Se afiadi6 5 pl de cada siRNA 20 puM o 5Sug del
plasmido con p27 a los 100 pl. La electroporacion se realizé con el programa especifico para las

Sa0S2, segun las indicaciones del fabricante.
2. Plasmidos y RNA de interferencia (RNAI)

2.1 Relacion de plasmidos empleados

El plasmido pJET (Kim et al., 1991) contiene un cDNA que codifica un transportador de L-
aminodcidos catidnicos murinos clonado en el vector de expresion eucariota pJAY3. Este
plasmido fue enviado por Barbara Schmierle (Institute for Medical Research, Main), y se
utilizé para la obtencion de clones de la linea celular SaOS2 junto con el pldsmido pRcCMV

con resistencia a geneticina.
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Los plasmidos pSHAG y pSHAGHf (Paddison et al., 2002) fueron enviados por G.J. Hannon
(Cold Spring Harbor Laboratory, NY). pSHAG fue construido a partir del vector pENTR/D
topo, y es un vector de expresion que contiene el promotor de la polimerasa III, U6, utilizado
en los vectores que contienen shRNAs; pSHAGTff contiene el shRNA homologo a los
nucledtidos 1340-1368 del gen de la luciferasa.

pSuper y pRetroSuper (Brummelkamp et al., 2002) fueron obtenidos de Dr Agami
(Netherland Kancer Institute) pRetroSuper es un vector de expresion derivado a partir del
vector pMSCV puro autoinactivado. Tanto pSuper como pRetroSuper (vector retroviral)

contienen un promotor de la polimerasa III, H1. .

p16/1 MSCVpuro-Hpal (Carnero et al., 2000) vector retroviral de desarrollado por clonacion
por el sistema gateway (Promega) usando pSHAG-1 y MSCV-Hpal que contiene la secuencia
de shRNA contra pl6. Este plasmido fue cedido por Scott Lowe (Cold SpringHarbor
Laboratory, NY)

pRetroSuper-Hygro y pRetroSuper p16-Hygo (Voorhoeve et al., 2003) desarrollado a partir
del plasmido pRetroSuper.

pCMYV dncdc2 (van den Heuvel y Harlow, 1993) fue enviado por Michael Brandeis (The
Hebrew University of Jerusalen), los otros dos dominantes negativos (pCMYV dncdkl y pCMV
dncdk3) se obtuvieron de Sander van den Heuvel (Developmental Biology at Utrecht

University).

Los plasmidos utilizados en el ensayo luciferasa fueron 3xE2F-luc que es un vector que tiene
como region promotora 3 sitios de respuesta a E2F, DHFRwt-luc y DHFRmut-luc vectores
enviados por Peggy Farnham (Department of oncology, University of Winsconsin Madison) que
tienen como region promotora de respuesta a E2F la secuencia normal y mutada del promotor

de la enzima dehidrofolato reductasa), y pCMVp-gal
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pBabe lacZ vector retroviral que contiene la secuencia que codifica para la enzima f3-

galactosidasa.

2.2 Construccion de plasmidos y RNA de interferencia

2.2.1 Diseiio de los shRNAs contra p16

Para eliminar la expresion de p16 tanto en SaOS2 como en otras células, se crearon diferentes
shRNAs contra el exonl del mRNA de pl6. El oligo pl6i3 fue disefiado para pSHAG
mediante el programa oligos de Hannon
http://katahdin.cshl.org:9331/RNAi_web/scripts/main2.pl, los disefiados para los vectores
pRetro y pSuper, pl16i34 con secuencia homologa a p1613 pero compatible para estos vectores,
p161107 y luci33, se hicieron siguiendo las indicaciones recogidas en la pagina web de Ruvkum

Agamin http://www.nki.nl/nkidep/agami/psuper.html .

ShRNA-p16

\

EXON1B EXON1a EXON2 |—| EXON3 li

Figura 14. Mapa del locus que codifica para p16 donde se muestra que los siRNAs
disefiados son especificos del exon 10, para el transcripto de p16.

Una vez disefados los oligos fueron sintetizados por Sigma a una escala 0,05 unidades y

clonados en sus respectivos vectores.

Los oligos p16i3 fueron disefiados para ser clonados dentro del plasmido pSHAG mediante

extremos cohesivos para los enzimas de restriccion BseRI en 3"y BamHI en 5".

Los oligos p16i34, como ya comentamos fueron disefiados de forma semejante a los anteriores

pero adaptados a pRetroSuper mediante la insercion de nuevos nucledtidos, que eliminan los
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extremos cohesivos para BseRI y BamHI formando nuevas secuencias de extremos cohesivos

para Bgllll en 3" y hindien 5.

Los oligos p16i1107 y luci33 fueron disenados adaptados al plasmido pRetroSuper, de forma que

pudieran ser clonados mediante extremos cohesivos para BglIIl en 3" y HindIIl en 5°.
Una vez clonados dentro de los plasmidos, la purificacion de estos vectores al igual que la de

todos los demdas vectores se realizaron utilizando el Jet Star Plasmad Kit (Genycell) o

Nucleobond AX (Cultek).

Tabla 6. Oligonucleétidos empleados para la generacion de shRNA

siRNA

SECUENCIA

Sen tl dO GCTCCATGCTGCTCCCCGCCGCCGGCTCGAAGCTTGGGGCTGGTGGCGGGGAGCAGCATGGGGCCTTTT
. TTTT
p16i3
an tisen tl dO GATAAAAAAAAGCCGCCATGCTGCTCCCCGCCACCAGCCCCAAGCTTCGAGCCGGCGGCGGGGAGCAT
GGAGCCG
Sen tl dO GATCCGGCCGCGGCCGTGGCCAGCCAGTCAGCCGGGAATTCGCGGCTGATTGGCTGGCTACGGCTGCG
p 1 6134 GCTCGTTTTTT
an tisen tl dO AGCTAAAAAACGAGCCGCAGCCGTAGCCAGCCAATCAGCCGCGAATTCCCGGCTGACTGGCTGGCCAC
GGCCGCGGCCG
Sen tl dO GATCACCGTAACTATTCGGTGCGTGGGCAGCGGAATCGGTTGCCCGACGCATGCAATGGTTACGGTCG
p16i107 GTTTTTT
an tisen tl dO AGCTAAAAAACCGACCGTAACCATTCGATGCGTCGGGCAACCGAATTCCGCTGCCCAACGCACCGAAT
AGTTACGGT
Sen tl dO GATCCGTTCCATCCTCTAGAGGATAGAATGGCGCGGAATTCGGTGCTATTCTATCTTCTAGGGGATGGA
. ACCGTTTTTT
Luci33
an tisen tl dO AGCTAAAAAACGGTTCCATCCCCTAGAAGATAGAATAGCACCGAATTCCGCGCCATTCTATCCTCTAGA
GGATGGAACG

2.2.2 siRNA sintéticos

Para los experimentos de silenciamiento de cdkl, cdk2 y cdk3 se utilizaron siRNA comerciales
contra esas proteinas, HP validated siRNA cdkl (Qiagen) y ON-target plus smart pool cdk2 y
cdk3 (Dharmacon) y un siRNA control (Dharmacon). Estos siRNAs se transfectaron por
electroporacion. Una vez realizada la electroporacion las células se sembraron en p90 con medio

completo; los tiempos de recogida de extracto proteico para ver la disminucion de las proteinas
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por los siRNAs variaron entre los 3 dias para siRNA de cdk2 y 4 dias para cdkl y cdk3. Las

células con siRNA control se recogieron al mismo tiempo que los siRNAs de estudio.
3. Analisis de genes reporter

3.1 Ensayo luciferasa y p-gal

Se sembraron 350.000 células SaOS2 y Si-2, en placas de 6 pocillos. 24 horas después fueron
transfectadas con 3ug del plasmido de expresion de luciferasa, 1,5ug del plasmido de expresion
de B-gal, que se emplea como control de transfeccion, y con 21,5ug del plasmido de analisis: o
bien con pCMV-dncdks o bien de relleno (pBluescrip o pCMV). 48 tras el lavado del
precipitado las células se recogieron en un tampoén comercial de lisis pasiva (Promega). La
medicion de la actividad luciferasa se realizdo en el lumindémetro Lumat LB9597 (Berthold
Technologies) al mezclar 25ul de extracto proteico con la solucion LAB junto con 100ul de

solucion D-luciferina ImM (sigma) inyectada a través del luminometro.

La actividad B-gal sirvid para normalizar la actividad luciferasa, de posibles variaciones en la
eficacia de transfeccion. Para ello, se afiadié 40ul de extracto proteico junto con 250ul de
tampon Z y 60ul de una solucion de ONPG 4mg/ml (sigma). Esta mezcla se dejo a 37°C hasta
que adquiri6 un color amarillento, momento en el que se par6 la reaccion con 100ul de Na,CO;
IM. La absorbancia se midi6 a 420 nm en un espectrofotdmetro. Los experimentos se realizaron

3 veces por triplicado.

LAB
Glicilglicina 25 mM
Tampon fosfato pH 7,8 15 mM
MgSOg4 15 mM
EGTA 4 mM
DTT 1 mM
ATP 2 mM
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Na,PO4 60 mM
NaH,PO4 40 mM
MgSOg4 15 mM
KCl 4 mM
B-mercaptoetanol 1 mM

3.2 Ensayo X-gal

Para comprobar cuales de los clones de las SaOS2 presentaban el receptor ecotropico, se
sembraron 1,5 millones de cada uno de los clones y medio millén de fibroblastos de raton como
control positivo (D3T3), al dia siguiente fueron infectados con retrovirus ecotrdpicos obtenidos
transfectando el plasmido pBABE lacZ en células empaquetadoras ecotrdpicas Phoenix. 48
horas después se sembraron 250.000 células en p60, y pasadas 24horas se lavaron 3 veces con
PBS y se cubrieron con glutaraldehido 0.05% durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo se
repitieron los tres lavados con PBS. Finalmente, se afiadié 1ml de solucion X-Gal (5-Bromo-4-
Cloro-3-Indol-B-D-galactosido = X-gal) completa, dejando en ésta a las células durante toda la

noche a temperatura ambiente. Las células positivas se pudieron ver azules bajo el microscopio

Figural5. Ensayo X-Gal. 1. D3T3, células de fibroblasto de raton. 2. SaOS2 2, infectadas
como control negativo. 3 y 4. Clones de SaOS2 que fueron transfectadas con el plasmido
pJET, que contiene un cDNA que codifica para un receptor ecotrdpico transmembrana, y con
un plasmido de resistencia a geneticina.
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Solucion completa X-GAL

Ferricianuro potasico 5mM

Ferrocianuro potasico 5mM

X-Gal 1 mg/ml (solucién stock 20mg/ml en dimetilformamida)
MgCl, 1 mM

PBS Ix

4. Analisis de proteina

4.1 Obtencion de extractos proteicos

Para la obtencion de extractos proteicos se lavaron las células sembradas en placas de 90 mm
con PBS estéril, se tripsinizaron y se recogieron en 5 ml de medio completo. Posteriormente se
centrifugaron a 900 g durante 5 minutos, se resuspendieron en 5 ml de PBS, y se centrifugaron
siguiendo las mismas condiciones anteriores. Se elimind el sobrenadante y se resuspendid el
sedimento celular en tampon de lisis con una mezcla de inhibidores de proteasas adecuada. La
lisis se realizd durante 15 minutos a 4°C, con agitacion regular de la muestra. Transcurrido ese
tiempo se centrifugd a maxima velocidad durante 15 minutos a una temperatura de 4°C. En
todos los casos, excepto en los extractos recogidos para el ensayo kinasa de cdk4, la proteina fue
extraida con el tampon de lisis EBC; en el caso del ensayo kinasa cdk4 el tampon de lisis que se
utiliz6 fue DIP cuyo detergente es tween-20 (Sigma) ya que otros detergentes podrian inhibir la
actividad del complejo. La cuantificacion de la proteina total fue determinada por
espectroscopia con el reactivo comercial Bio-Rad Protein Assay (Biorad) siguiendo el método

de Bradford, (Bradford, 1976).
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Tampon de lisis

EBC
Tris pH 8 50mM
NaCl 120mM
NP-40 0.5 %

Los inhibidores afiadidos a este tampdn fueron aprotinina 1pg/ml, PMSF 1mM, Ortovanadato

ImM y DTT 1mM.

Tampon de lisis

DIP
HEPES pH 7,2 50mM
NaCl 150mM
EDTA ImM
EGTA 2,5mM
Glicerol 10%
Tween-20 0,1%

Los inhibidores afiadidos a este tampoén fueron aprotinina I1ug/ml, PMSF 100pg/ml,
Ortovanadato 0,5mM, NaF 1Mm, B-glicerofosfato 10Mm y DTT ImM.

4.2 Inmunoprecipitacion y Western blot.

Para la inmunoprecipitacion de proteinas, una cantidad de extracto proteico se llevo a un
volumen de 1ml con su tampon de lisis y se incub6 con 1 pg del anticuerpo correspondiente a
4°C en rotacion toda la noche. Al dia siguiente se anadié 30ul de proteina G/agarosa (Roche)
que habia sido preequilibrada con el tampon de lisis correspondiente, y se incubo 1 hora a 4°C

en rotacion. A continuacion se procedio al lavado de los complejos 3 veces con el tampon de
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lisis y 2 veces mas con tampodn kinasa en el caso de los ensayos kinasa. Por ultimo a la proteina
G y a los complejos unidos a ella se les afiadieron 30 pl de tampdn de carga 1x, y se incubaron a
95°C durante 10 minutos, tiempo tras el cual se cargaron en un gel de poliacrilamida

desnaturalizante.

Solucion de carga 5x

Glicerol 50 %
SDS 10 % (p/v)
-mercaptoetanol 5%
Tris pH 6.8 400 mM
Azul de bromofenol 0.4 %

Las electroforesis se realizaron en un tampon de electroforesis a un voltaje constante de 130
voltios. Las proteinas asi separadas segin su peso molecular se transfirieron a membranas de
PVDF (Millipore) a 4°C utilizando un método de transferencia hiimedo a 250 miliamperios
durante distintos tiempos dependiendo del tamafio de la proteina a detectar. Tanto la
electroforesis como la transferencia se llevaron a cabo utilizando un aparato Hoefer miniVE

Vertical Electroforesis System (Amersham Biosciences).

Tampon de electroforesis10X Tampon de transferencia

Tris 0.5M Tris 20mM
SDS 20 Metanol 20%
Glicina AM Glicina 150mM
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Las membranas se bloquearon en leche en polvo 50 mg/ml en TNT al 0,05% de tween-20
durante 4 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C, y después se lavaron 2 veces con
TNT al mismo porcentaje durante 10 minutos. La incubacion con los anticuerpos primarios (ver
tabla adjunta con los anticuerpos utilizados), se realizdo en TNT al 1% a una diluciéon 1:1000
durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C; tras 3 lavados con el mismo
porcentaje de TNT se incubaron con una dilucién 1:5000 de los anticuerpos secundarios
(Pierce) con la especificidad adecuada conjugados con peroxidasa en TNT al 0,5% durante 1
hora. Tras 3 lavados con el mismo porcentaje de TNT para la deteccion de las proteinas se
incubd a la membrana durante 5 minutos con las soluciones comerciales del Kit West Dura

(Pierce) basado en la reaccion de quimioluminiscencia de la peroxidasa.

Tris pH 7,4 25mM
NaCl 150mM
Tween-20 Depende del porcentaje

Para reincubar las membranas, se incubaron en una soluciéon de reincubaciéon con -
mercaptoetanol (sigma) durante 30 minutos a 55°C, tras la cual se lavaron 5 veces con TNT

0,5%.

Solucion de reincubacion

TRIS pH 6,8 62 mM
SDS 10%

B-Mercaptoetanol 0,7%
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Tabla 7. Relacion de anticuerpos y porcentaje del gel de poliacrilamida utilizados para la deteccion
de cada proteina

Proteina % gel 1°® ANTICUERPO 2° ANTICUERPO
pl6 12 BD Ratén
p107 6 SC-318 (Santa Cruz) Conejo
p130 6 SC-317 (Santa Cruz) Conejo
E2F1 10 SC-193 (Santa Cruz) Conejo
E2F3 10 SC-878(Santa Cruz) Conejo
E2F4 10 SC-866 (Santa Cruz) Congjo
Ciclina A 10 SC-751 (Santa Cruz) Conejo
Ciclina D3 10 Abl (Lab.Vision) Raton
Ciclina E 10 SC-481 (Santa Cruz) Conejo
CDK1 10 SC-34(Santa Cruz) Ratén
CDK2 10 SC-163 (Santa Cruz) Conejo
CDK3 10 SC-826 (Santa Cruz) Congjo
CDK4 10 SC-601 (Santa Cruz) Conejo
a-tubulina 10 (Sigma) Raton
P19 6 BD Ratén

4.3 Ensayo kinasa

4.3.1 Ensayo de actividad kinasa asociada a ciclina D3.

La extraccion de proteina se realizé incubando las células con el tampoén de lisis DIP durante 30
minutos. Los extractos resultantes se pasaron a través de una aguja de 23G entre tres y cinco
veces y se centrifugaron a 14000 g a 4°C durante 15 minutos. Los extractos proteicos se
preaclararon con proteina G/agarosa durante 20 minutos a 4°C en agitacion. Posteriormente se

afiadidé 1pg de anticuerpo anti-ciclina D3 a cada muestra y se dejo 3 horas en rotacion a 4°C.
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Pasado este tiempo se incubaron con 25 pl de proteina G durante 1 hora, y se lavaron tres veces

con tampon de lisis y dos veces mas con tampon kinasa 1x.

Para la reaccion de fosforilacion se resuspendieron los complejos de ciclina D3 unidos a la
proteina G en 25ul de solucion kinasa 1x que contenia 10uCi y->*P ATP, lug de GST-Rb
(sigma) como substrato, y 20uM ATP; esta mezcla se incubd a 37°C durante 30 minutos, tras
los que se par6 la reaccion con 6l de solucion de carga 5x. Las muestras se incubaron a 95°C
durante 10 minutos y se separaron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10%. La

proteina pRB fosforilada se visualiz6 por autorradiografia del gel una vez seco.

Tampoén Kinasa 5x

HEPES pH 7,2 250mM
MgCl, 10mM
MnCl, 5mM
DTT 1 mM

4.3.2 Ensayo kinasa de cdk2

Se incubaron 50 pg de proteina con 1ug de anticuerpo anti-cdk2 en 1ml de tampon de lisis, toda
la noche a 4°C en rotacion. Pasado este tiempo los extractos se incubaron con 30 pl de proteina
G-agarosa durante 1 hora, y el complejo resultante se lavo tres veces con el tampon de lisis y

dos veces mas con la solucion kinasa.

Para la reaccion de fosforilacion se resuspendieron los complejos unidos a la proteina G en 30ul
de solucion kinasa que contenia 10pCi y->*P ATP, 1pg de histona H1 como substrato, y ATP
20uM. Tras una incubacion de 30 minutos a 37°C, la reaccion se pard con 6ul de tampon de
carga 5x. Las muestras se incubaron a 95°C durante 10 minutos, y se separaron en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante al 12%. El gel resultante del ensayo kinasa fue secado a 80°C

durante dos horas y expuesto en presencia de placas amplificadoras de la sefial a -80°C.
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Tampon Kinasa cdk2

HEPES pH 7,5
MgCl,
EGTA
DTT

100mM
100mM
4 mM
2mM

4.3.3 Ensayo kinasa de cdkl

Este ensayo se realiz6 para ver la actividad de los complejos ciclina-cdkl. Una vez obtenidos

los extractos celulares, se incubaron 50ug de proteina en 1ml de tampdn de lisis con 2pug de

anticuerpo anti-cdkl durante 3 horas a 4°C en rotacion. Pasado este tiempo se afiadio 20 pl de

proteina G durante 1 hora, tras esto, se lavaron tres veces con el tampon de lisis EBC y dos

veces mas con el tampon kinasa.

Para la reaccion de fosforilacion se resuspendieron los complejos unidos a la proteina G en 20ul

de solucién kinasa que contenia 10uCi y->°P ATP, como substrato 2,5ug de histona H1 y ATP

5uM; esta mezcla se incub6 a 37°C durante 15 minutos, la reaccion se pard con Sul de tampdn

de carga 5x. Las muestras se hirvieron a 95°C durante 10 minutos y se cargaron en un gel de

poliacrilamida desnaturalizante al 12%. El gel resultante del ensayo kinasa fue secado a 80°C

durante dos horas y expuesto en presencia de placas amplificadoras de la sefial a -80°C.

Tampoén Kinasa cdkl1

Tris-HCI pH 7,5
MgCl,
EGTA
DTT

20mM
10mM
0,1mM
1 mM
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4.3.3 Ensayo kinasa de cdk3

Este ensayo se realiz6 para ver la actividad de los complejos ciclina-cdk3. Una vez obtenidos
los extractos celulares, se incubaron 50ug de proteina en 1ml de tampdn de lisis con 1pg de
anticuerpo anti-cdk3 durante toda la noche a 4°C en rotacioén. Pasado este tiempo se afiadid 25
ul de proteina G durante 1 hora, tras esto, se lavaron tres veces con el tampon de lisis EBC dos
veces con el tampon de equilibrado (S0mM HEPES pH7,4 y ImM DTT) y finalmente dos veces

mas con el tampon kinasa.

Para la reaccion de fosforilacion se resuspendio a los complejos unidos a la proteina G en 25ul
de solucion kinasa que contenia 10uCi y-*P ATP, como substrato 1pg de histona H1 (por
muestra) y ATP 50uM; esta mezcla se incubd a 37°C durante 25 minutos, la reaccion se pard
con 5ul de tampodn de carga 5x. Las muestras se hirvieron a 95°C durante 10 minutos y cargadas
en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12%. El gel resultante del ensayo kinasa fue
secado a 80°C durante dos horas y expuesto en presencia de placas amplificadoras de la sefial a -

80°C.

Tampoén Kinasa cdk3
Tris-HCl pH 7,4 50mM
MgCl, 10mM
DTT 1 mM

5. PCR cuantitativa en tiempo real

Para el analisis de los genes dependientes de E2F Cdc6, CCNA2 (ciclina A2) y DHFR en células
SaOS2 y las poblaciones derivadas de ella, Sil y Si2 se realizdo una RT-qPCR a tiempo real. Se
procediod a la siembra de 1,5 millones de células (SaOS2, LRH, Sil, Si2) en placas p90, y tras
24 h se obtuvo el RNA total de los cultivos a partir de 1 mL de Trizol (Invitrogen) siguiendo las
especificaciones del fabricante, resuspendiendo el total del RNA en 34 uL de H,0 DEPC.
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Para eliminar el posible DNA gendmico contaminante que pudiera causar resultados erroneos,
se llevd a cabo una digestion del RNA con DNasa I libre de RNasa (Roche Diagnostics). Para
ello, a los 34 uL de RNA total se afiadieron 8,0 uL de MgCl, 50 mM (Invitrogen), 0,8 puL de
DTT 50 mM (Invitrogen), 0,5 uL (20 U) de RNase OUT (Invitrogen), 1,0 pL de DNase I RNase
free (Roche Diagnostics) y se llevo a un volumen final de 50 pL con H,0 DEPC, tras lo cual se
procedié a incubar la reaccion a 37 °C durante 45 min. A continuacion se recuperd el RNA
realizando un nuevo reparto con Trizol (Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del

fabricante y se resuspendi6 el precipitado en 25 pL de H,0 DEPC.

El RNA fue cuantificado por espectrofotometria UV a 260 nm, y el estado de integridad del
RNA se visualiz6 por medio de electroforesis no desnaturalizante en geles de agarosa al 1 % en
TAE 1X. A continuacion se diluy6 el RNA a una concentracion final de 60 ng/ul en H,0 DEPC.
Para la transcripcion inversa, se empled la M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) a partir
de Random Primers (Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante (empleando
dNTPs adquiridos a Invitrogen) a partir de 300 ng de RNA libre de DNA gen6mico y afiadiendo
en cada reaccion 10 U del inhibidor de RNasa RNase OUT (Invitrogen). E1 cDNA resultante se
diluy¢ a la mitad en agua milliQ y se almacen6 a 4°C hasta el momento de la realizacion de la

PCR.

Para la qPCR se emple¢ el termociclador Amersham AV7300, empleando los kits Tagman© de
amplificacidon necesarios para la deteccion de la presencia de cDNA de los genes de interés
distribuidos por Applied Biosystems. Mediante este sistema se puede detectar a tiempo real la
amplificacion de productos especificos de la PCR, con lo que se evita la presencia de falsos
positivos. Para ello, la mezcla de cebadores facilitados por el distribuidor presenta una sonda de
DNA especifica para la region que se amplifica por PCR que presenta en un extremo un
fluor6éforo y en el otro un extintor de la fluorescencia; si no hay amplificacion la sonda
permanece intacta, de modo que el extintor de la fluorescencia impide que el detector presente
en el termociclador detecte nada; en caso de que haya amplificacion, la sonda hibrida con el
molde de DNA, y conforme avanza la polimerasa, su actividad 5’-3” exonucleasa va degradando

la sonda, lo que causa una separacion fisica del fluoroforo y del extintor que se traduce en un
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aumento de la fluorescencia de la mezcla, tanto mayor como mayor es la cantidad de sonda

degradada y, por consiguiente, la cantidad de productos de PCR sintetizados (figura 16).

Polimerizacién F = Fluoréforo

E = Extintor
5’ Primer I! Sonda ! s

3 5

5 — e 3
Primer 5° .
Avance Polimerasa Figura 16. Esquema
representativo de la PCR a
5 Primer tiempo real. Segun avanza la
3 3 5 polimerasa, la sonda se va
5 P m—— degradando gracias a la actividad
Primer 5° exonucleasa del a polimerasa, lo
Rotura . s
que causa la liberacion del
. g fluroforo, dando lugar a wun
5 ——— - 3 5 aumento en la fluorescencia tanta
5 5 como producto de PCR es
4— I . .
Primer 5 sintetizada.
Polimerizaciéon
completa :
) L - i
5'Primer - . 3
> > .
5 >
Primer 5

Para cada reaccion se emplearon 4pul de la dilucion de cDNA correspondiente junto con 10ul de
MASTER MIX 2X (Amersham) que contiene los dNTPs, MgCl, y la polimerasa, 1 pL de
ASSAY 20x (Amersham) especifico para cada gen que contiene los cebadores y las sondas
Tagman especificas de cada gen y H,0 milliQ estéril c.s.p. 50 pL. Para amplificar se emple6 el
programa de PCR que por defecto asigna el termociclador para este tipo de sondas. El programa
de PCR consta de una desnaturalizaciéon de 10 min a 95 °C (en la que se activa la polimerasa,
que es inactiva hasta que alcanza esta temperatura) seguida de 40 ciclos que constan de una
desnaturalizacion de 15 s a 95 °C y de un periodo de hibridacion-polimerizacion de 1 min a 60

°C.

Para estimar la cantidad de cDNA empleado inicialmente en cada reaccion de PCR, se define el

término ciclo umbral (Ct), que corresponde al ciclo de PCR en que la fluorescencia de la mezcla
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de reaccion supera un valor umbral de fluorescencia establecido (Ilamado umbral de deteccion).

El valor del Ct es inversamente proporcional a la concentracion inicial de DNA.

Fluorescencia

Umbral de
deteccion

Cia Cis Ciclos

Para establecer el valor de umbral de deteccion, se llevo a cabo la representacion grafica de la
intensidad de fluorescencia detectada (Rn) frente al ciclo de PCR, y con esto se buscé un valor
umbral en el que se cumpliese que la relacion entre fluorescencia y nimero de ciclo de PCR
estuviese dentro de la linealidad, para lo que se consider6 un valor de coeficiente de correlacion
lineal R*>0,99. De este modo se escogio un valor de umbral de deteccion para cada uno de los

genes que se analizaron.

4] y =6,7733x + 24,005
25,60 - / # B
25,50 =0,9974

0,18 0,20 0,22 0,24 0,26 0,28 0,30

Para la cuantificacion relativa de la PCR se emplearon por separado los valores de expresion de
tres genes de expresion constitutiva, a saber RPLPO (proteina ribosomal), GAPDH
(gliceraldhido fosfato deshidrogenasa) y TFRC (Receptor de transferrina C). A partir de estos

valores de expresion, se empled el método del AACt, que considera que las eficiencias de PCR
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son similares para todos los genes que amplifican y en todas las reacciones de PCR (Pfaffl,

2001).

AC, = C,(genexp resionconstitutiva) — C, (genproblema)
AAC, =AC,(S2)-AC,(Sa0s2)

—AAC,

ratio=2

La eleccion de éste método se realizd en base a la simplificacion del proceso y porque, en
efecto, se estimaron las eficiencias de PCR para todos los genes y se comprob6 que en todos los
casos eran todas aproximadamente del 100%. Para calcular las eficiencias seguimos el método
descrito en el articulo Liu y Saint, 2002 donde se describe que para calcular las eficiencias basta

con llevar a cabo la representacion grafica de Rn frente a Ct y aplicar la siguiente formula:

(5=
R.s

Para eso fue necesario pasar a excel todos los datos de Ct y Rn ajustandolos a una curva y
asignar dos valores aleatorios de Rn que estuvieran en esa curva; a partir de esos dos valores de
Rn se tomaban dos de Ct y se aplicaba la formula anterior. El resultado obtenido era semejante a

lo siguiente:

Rn,

Ry,

C, G Ciclo
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6. Inmunoprecipitacion de cromatina (CHIP)

Las células se incubaron en formaldehido al 37% durante 10 minutos en agitacion, tras lo cual
se anadio glicina 2M durante 5 minutos; después se recogieron y centrifugaron las células a
2000 rpm g a 4°C durante 5 minutos. Tras tres lavados con PBS frio y dos en tampén CHIP, las
células se resuspendieron en 800 pl del tampdn CHIP y se sonicaron en 15 pulsos de 1 segundos
con una amplitud del 30%. Se hicieron 20 rondas por muestra dejando pasar al menos 30
segundos entre cada ronda; de esta forma se obtuvieron fragmentos de DNA entre 500-1000 pb.
Tras una centrifugacion de 15 minutos a 12.000 rpm y 4°C, se determin6 la cantidad de
cromatina obtenida por cuantificacion de su absorbancia a 260nm. Para cada

inmunoprecipitacion se utilizaron como minimo 2 unidades de absorbancia de cromatina

Tampén CHIP

IGEPAL-CA630 / NP40 0,5 %
Tritén X-100 1,00 %
EDTA 5mM
Tris-HCI, pH 7,4 50 mM
NaCl 150 mM

El preaclarado de la cromatina se realizé incubando cada una de las inmunoprecipitaciones con
40 pl de proteina G a 4°C en rotacion durante 1 hora. Posteriormente se afiadieron 3pug de los
anticuerpos relevantes a cada una de las muestras y éstos se incubaron a 4°C durante toda la
noche en rotacion. Al dia siguiente se afiadieron 40ul de proteina G a 4°C durante 1 hora. El

precipitado se lavd con los siguientes tampones:
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a.2 lavados con tampo6n de lavado 1.

Tampon de lavado 1

SDS 0,1 %
Triton X-100 1%
NaCl 150 mM
EDTA 2 mM
Tris-HCI, pH 8,1 20 mM

b. 2 lavados con tampon de lavado 2.

Tampon de lavado 2

SDS 0,1 %
Triton X-100 1%
NaCl 500 mM
EDTA 2 mM
Tris-HCI, pH 8,1 20 mM

c. 2 lavados con tampon de lavado 3.

Tampon de lavado 3

LiCl 0,25 M
IGEPAL-CAG630 /NP40 1%

Deoxicolato sdédico 1%
EDTA 1 mM
Tris-HCI, pH 8,1 10 mM

d. 2 lavados con TE pH 8,0.
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Tampon de elucion

NaHCO; 50 mM
SDS 1%

Para eluir la proteina se incub6 cada muestra con 300 pl de tampdn de elucion a 65°C durante
10 minutos, el sobrenadante se pasé a un tubo limpio y se dejo toda la noche a 65°C para
revertir el crosslinking. Las muestras se fenolizaron con un volumen 1:1 de fenol/cloroformo, y
a la fase acuosa recuperada se le afadieron 20pug de glucogeno, 1/10 de volumen de AcONa 3
M pH 5,2 y dos volumenes de EtOH frio al 96%. Tras incubar a -80°C un minimo de 30 min o
a -20°C toda la noche, las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se
elimind el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 30 pl de TE. En cada reaccion de

PCR se emplearon 2 pL.

Tabla 8. Relacién de oligos utilizados para la PCR

Casa
Oligos Cadena molde SECUENCIA

comercial

Sentido AAGCCAATAGGACCGCCG
E2F1 Sigma

Antisentido CTGCAAAGTCCCGGCCACTTTTA

Sentido AAGGCTCTGTGACTACAGCCA
CdCé Sigma

Antisentido GATCCTTCTCACGTCTCTCACA

Sentido AGGCAGACGGTGGATGACAACAC
p107 Sigma

Antisentido TCAGCGTGGGGCTTGTCCTCGAA
—_— Sentido CTGCTCAGTTTCCTTTGGTTTAC
Cyc A Sigma

Antisentido AAAGACGCCCAGAGATGCAGC

Sentido CTGCACAAATGGGGACGAG
DHFR THERMO

Antisentido CCATGTTCTGGGACACAGC

) Sentido AACTCTCCCTCCTCCTCTTCCTC

Actina Sigma

Antisentido GAGCCATAAAAGGCAACTTTCGG
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La reaccion de amplificacion o PCR consistié de 1 ciclo de 3 minutos a 95°C seguido de 31
ciclos a: 91°C durante 30 segundos, 62°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos;
finalmente se realizd un tnico ciclo de 72°C durante 10 minutos. Las condiciones de PCR
fueron las mismas para los siguientes promotores: E2F1, Cdc6, p107, CycA, DHFR y Actina
como control negativo. Su secuencia se obtuvo del laboratorio de Brian Dynlacht (Balciunate et

al., 2005).

Para la cuantificacion del CHIP se densitometraron las bandas del gel mediante el programa
Quantity one (Biorad), el area medida fue idéntica en todos los casos. Los valores obtenidos se
expresaron en intensidad/mm?, y la unién relativa de p107 y p130 al DNA se calcul6 a través de

la siguiente formula.

Int. banda CHIP — Int. MOCK
UNION =

Int. banda INPUT- Int. MOCK

Donde el INPUT es la PCR del ADN antes de ser inmunoprecipitado y que sirvié como control
del DNA de partida, y MOCK es la intensidad base del gel. Los datos representados en

resultados son la media de al menos dos experimentos independientes.
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Resultados

1. Obtencion de poblaciones estables con bajos niveles de

p16 en células Rb negativas.

1.1 Seleccion de un modelo de células tumorales Rb -/- con altos niveles de

p16; Sa0OS2.

La mayoria de los tumores cuyas células no tienen un pRB funcional presentan altos niveles de
pl6. En esta Tesis nos propusimos estudiar el papel de pl16 en células tumorales Rb-/-, y si en
definitiva esta proteina juega algiin papel importante en la fisiologia de estas células. Para
desarrollar esto, nos planteamos que un modelo acertado seria estudiar los posibles efectos de la
eliminacion de pl6 en una linea celular tumoral Rb negativa. Para esto escogimos la linea
tumoral humana SaOS2 por presentar altos niveles de pl6 y un gen de retinoblastoma no
funcional. Esta linea celular proviene de un sarcoma osteogénico primario de mujer caucasiana
(ATCC HTBSS), y presenta como ventajas frente a otras lineas tumorales Rb-/- su facilidad
para ser transfectadas, y su gran manejabilidad, condiciones importantes para conseguir una

disminucion eficaz de p16 en estas células.

La eliminacion de p16 viene a continuar el estudio del efecto de la sobreexpresion de pl16 en
fibroblastos de raton inmortalizados D3T3 Rb-/- realizado por nuestro grupo de investigacion
(Gonzalez et al., 2003) en la que se demostrd que la sobreexpresion de p16 provocaba un retraso
en la salida de GO en células quiescentes provocada por la carencia del complejo ciclina D/cdk4

en estas células.
1.2 Obtencion de shRNAs eficaces contra p16

Nuestro primer objetivo fue obtener una disminucion de los niveles endogenos de pl6 y asi
restablecer la actividad cdk4 en las células Rb negativas. Para eso decidimos disminuir la
proteina a través de RNA de interferencia, lo que nos permite obtener una disminucion

especifica de esa proteina sin alterar nada mas de la biologia de esa célula. El locus INK4a que
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codifica para p16 también lo hace para la proteina denominada p14ARF, esto se produce por
splicing alternativo del primer exén de forma que se generan dos secuencias alternativas: una
del exénla que junto a los exones 2 y 3 da lugar al mRNA de p16, y otra del exonlf junto con
los exones 2 y 3 que dan lugar a la proteina pl4ARF. Teniendo en cuenta esto disefiamos unos
oligos contra el exon la especifico de pl16INK4a, evitando de esta forma que los shRNAs

sintetizados tuvieran ningln tipo de efecto sobre la proteina pl14ARF.

La forma mas sencilla de comprobar si los ShRNA contra p16 eran eficaces era transfectandolos
de forma transitoria. Como validacion inicial, testamos la habilidad de estos shRNAs para
disminuir p16 en la linea celular 293T, que expresa altos niveles de p16 y presenta las funciones
de las proteinas de la familia Rb abolidas por la expresion de la proteina adenoviral Ela y el

antigeno T de SV40.

Para la transfeccion de esta linea celular utilizamos el plasmido pSHAG con el shRNA contra
pl6 y como control negativo un plasmido denominado pSHAGTf que contiene un shRNA contra
luciferasa. Recogimos las células a los 3, 4 y 5 dias para determinar cudndo se producia el
mayor grado de inhibicion. La reduccion de la expresion de pl6 la confirmamos mediante el

analisis por western blot.

pSHAGShRNApP16

3dias 4dias 5dias pSHAGff Ex.

——— L — — p16

.C
tubulina

Figura 17. Inhibicién transitoria de p16 en células 293. Las 293T fueron
transfectadas con 25 pg de los plasmidos pSHAGp16i3 y el plasmido control
pSHAG Ff. Para analizar los niveles endogenos de pl6 en las células se
recogieron extracto proteico de 293T sin transfectar (Extrancto crudo (Ex.c)). Las
células se recogieron a los 3, 4 y 6 dias (junto con las células sin transfectar y las
células transfectadas con el plasmido control). El extracto proteico fue analizado
por western blot utilizando un anticuerpo especifico contra p16 o a-tubulina para
el control de carga
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Como podemos ver en la figura 17, el méximo nivel de inhibiciéon de p16 enddgeno era a los 6
dias. En contraste, no observamos ningun efecto a nivel de p16 en el extracto de las células
transfectadas con el shRNA contra luciferasa (pSHAGfY). Concluimos que el efecto de la
disminucion de pl6 era causada por el shRNA contra esta proteina y no por un efecto

inespecifico de la transfeccion de un shRNA.

Otro control de la eficiencia de nuestros shRNAs la realizamos cotransfectando pl6 junto con
los distintos shRNAs disefiados contra esa proteina (pSHAGi3, pSuper65i y pSuper107i) en una

linea tumoral p16 negativa de cancer de mama, las MCF-7.

pSHAGf + + - - - + -
pSuper 65i - - + - - - +
pSHAGI3 f - - - + - - +
pSuper 107i - - - - + - +
pCMVp16 - + + + + + +

T —" W S — w— | tubUlina

——

P - p16

Figura 18. Inhibicion transitoria de p16 en células MCF-7 cotransfectado
distintos shRNAs contra p16. Las células MCF-7 fueron cotransfectadas mediante
fosfato de calcio con los distintos shRNAs contra pl6 y con pl6 humano. Como
control de la especificidad de los sShRNA contra p16 se utiliz6 otro ShRNA contra el
gen de la luciferasa. Las células se recogieron 72 horas después y se analizaron por
western blot utilizando un anticuerpo especifico contra pl6 o a-tubulina para el
control de carga.

Nuevamente y a través del analisis por western blot vimos que la expresion de pl6 se veia
disminuida bajo la presencia de los shRNA contra pl6 y en mayor medida cuando
introduciamos los tres a la vez. Al igual que antes, la transfeccion del shRNA contra luciferasa

no provocaba ningun efecto en los niveles de p16.
La transfeccion transitoria de los sShRNAs contra p16 que habiamos disefiado, mostr6 una eficaz

disminucion de esta proteina. Por tanto, decidimos comprobar si eran igual de efectivos en

nuestro modelo celular SaOS2.
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1.3 Obtencion de poblaciones de SaOS2 con bajos niveles de p16

Pasamos a probar los shRNAs contra pl6 en muestro modelo celular SaOS2 mediante
transfecciones transitorias. A diferencia de antes, los analisis realizados mediante western blot
tras estas transfecciones y después de esperar el tiempo en el que se alcanzaba la maxima
inhibicion, no mostraban una inhibiciéon eficaz de pl6 (figura 19). Por tanto, decidimos
introducir los shRNAs mediante transduccion retroviral. Ademas, teniamos interés en inhibir
pl6 de forma estable en estas células. Esto nos permitiria obtener poblaciones derivadas de
SaOS2 que tendrian inhibido p16 de forma constitutiva. El uso de poblaciones heterogéneas nos
aseguraba que el efecto de p16 no se debiera a la alteracion en una sola célula, como podria
ocurrir con el uso de clones y ademas nos permitiria estudiar la bioquimica de la célula Rb-/- sin

pl6 y los posibles efectos biologicos a largo plazo.

Los shRNAs contra pl6 ya diseiados fueron clonados dentro del vector retroviral pRetroSuper
con resistencia a puromicina y ademas utilizamos los vectores p16/1 MSCVpuro-Hpal (Carnero

et al., 2000) y pRetroSuper p16-Hygo (Voorhoeve et al., 2003).

pSuper pSuper
PSHAGTf 107i pSHAG3i 65i
@ | — — tubulina
pl6
- =
(723 o
-] -]

@ 2 2 % 2 3

= - (7] P [/ =

E.C 3 = e o = s
- - =24 2 (3] ~ 9

T g ———— | tubulina

pl6

Figura 19. Inhibicién de p16 en células Saos2. Western blot de extracto total de células
proliferantes utilizando un anticuerpo especifico contra pl6 o a-tubulina. A) Las células
Saos-2 fueron transfectadas mediante fosfato de calcio con 12ug de plasmidos pSHAG o
pSuper con los distintos shRNAs contra pl6, 72 horas después se recogieron y analizaron
por western blot, donde se aprecia una ligera disminucion en los niveles de p16. B) Western
blot de extractos de Saos-2 infectadas con los plasmidos retrovirales que contienen las
secuencias de los shRNAs contra p16 y el gen de resistencia a puromicina, y recogidas tras
una semana en seleccion; no se aprecia una disminucion clara de p16.
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A partir de los plasmidos mencionados se obtuvieron particulas retrovirales ecotropicas,
transfectando las células empaquetadoras 293T, junto con el plasmido HELPER que codifica
para las proteinas de la envuelta viral. Estos retrovirus se utilizaron a su vez para infectar un
clon de SaOS2 que expresa un receptor ecotropico. Se optd por este sistema para minimizar el
riesgo que supondria trabajar con virus anfotropicos. Tras la infeccion, las células se

seleccionaron con puromicina durante una semana.

Como podemos ver en la figura 19B las poblaciones resultantes mostraban una escasa
disminucion de p16. Estimamos que esta inhibicion no seria suficiente para inducir los posibles
efectos que la pérdida de pl6 pudiera desencadenar en las células Rb negativas, como
reconstituir una actividad de cdk4 detectable. Por tanto, realizamos una segunda infeccion con
sobrenadante retroviral obtenido a partir del vector retroviral pRetroSuper pl16-Hygro, que lleva

en su secuencia el gen de resistencia a higromicina.

Tras la infeccidn, las células se seleccionaron con higromicina durante 15 dias y las poblaciones

resultantes se denominaron:

e Luci: se trata de la poblacion control. La primera infeccion se realizd con el plasmido pRetro

con el oligo luci33 y la segunda con pRetroSuper-Hygro vacio.

e Sil: la primera infeccion se realizo con el plasmido p16/1 MSCVpuro-Hpal y la segunda con

pRetroSuper p16-Hygro.

e Si2: la primera infeccion se realizo con el plasmido pRetro con el oligo p16i34 y la segunda

con pRetroSuper p16-Hygro.

Las poblaciones sil y si2 presentaban una disminucion de p16 mayor que el 90% respecto a los
controles (figura 20), esto se comprobé mediante western blot del extracto proteico de las
poblaciones tras dos semanas de seleccion con el antibiotico. Como control utilizamos la linea

celular U20S que son 16 negativas.
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— — — | tubulina

A — " | pt6

Figura 20. Poblaciones derivadas de Saos-2. Las poblaciones Sil y 2 surgieron tras
infectar Saos-2 en dos ocasiones con RNAs en horquilla (shRNA) contra p16. La poblacion
control Luci surgi6 tras infectar dos veces a las células Saos-2 primero con el RNA en
horquilla contra Luciferasa y posteriormente con el vector retroviral vacio con resistencia a
higromicina. Todas las poblaciones se seleccionaron primero con puromicina y después con
higromicina B) Western blot de las poblaciones de Saos-2, Sil y Si2 utilizando un anticuerpo
especifico contra pl6 o a-tubulina como control de carga. Como control positivo se usé la
linea celular pl6 negativa U20S. Tanto Sil como Si2 presentan inhibido pl6 de forma
estable.

Habiamos conseguido una gran disminucion de pl16 en estas poblaciones, pero era necesario
comprobar si esta inhibicion era capaz de inducir en nuestro modelo celular una respuesta
bioquimica esperada, como es la formacion del complejo ciclina D/cdk4 activo. Asi, podriamos
empezar con el estudio del papel que esta desempefiando pl6 en las células tumorales Rb

negativas.

2. Estudio de los efectos de la falta de p16 en la linea celular

Sa0S2

Aunque los niveles de pl16 estan alterados en un nimero alto de tumores, el papel que juega
dentro de la biologia de células cancerigenas cuando estd ausente o bien cuando esta
sobreexpresado todavia no estd claro. Dado que habiamos conseguido inhibir la expresion de

pl6 en la linea celular SaOS2, decidimos estudiar si esta disminucion era suficiente para poder
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detectar los posibles efectos bioldgicos que la pérdida de esta proteina pudiera suponer para las

células tumorales RD -/-.

2.1 Caracterizacion bioquimica de las poblaciones sin p16.

Como ya se ha comentado pl6 inhibe especificamente a ciclina D/cdk4, y en las células
tumorales Rb negativas, los altos niveles de pl6 dan como resultado la inhibicion de los
complejos ciclina D/cdk4-6. Para saber si la inhibicion de p16 en nuestras células era funcional

quisimos ver si conseguiamos restablecer el complejo y si este era activo.

Para comprobar la existencia de complejos ciclina D/cdk4 realizamos una inmunoprecipitacion
contra cdk4 y western blot contra ciclina D3, dado que es la unica ciclina D presente en SaOS2
(Ewen et al, 1993), en células asincronicas. Posteriormente como control de la
inmunoprecipitacion se rehibrid6 la membrana contra cdk4. Utilizamos la linea celular U20S,
como control positivo de células que presentan el complejo ciclina D/cdk4 ya que son pl6

negativas.

Como se muestra en la figura 21 sdlo existe el complejo ciclina D3/cdk4 en las poblaciones sin
pl6. En las SaOS2 y en la poblacion control Luci no se detecta la proteina ciclina D3 en el
inmunoprecipitado contra cdk4, a pesar de que hay la misma cantidad de esta ltima proteina.
Por el contrario, cdk4 coinmunoprecipita con pl6 en las SaOS2 y en la poblacion Luci,
demostrando que esta proteina es la responsable de que no se forme este complejo en las células
Rb negativas. Esto probaba que la inhibicién de p16 era suficiente para provocar la formacion

del complejo ciclina D3/cdk4.

Para verificar que estos complejos eran activos pasamos a comprobar si presentaban actividad
kinasa sobre su sustrato pRB. Para ello inmunoprecipitamos ciclina D3 de células asincronicas,
y utilizamos el inmunoprecipitado en un ensayo kinasa, donde incubamos los complejos ciclina
D3/cdk4 inmunoprecipitados junto con la proteina de fusion GST-RB. Como control positivo

utilizamos las U20S, que como se ha dicho son pl6 negativas, y por tanto presentan un
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complejo ciclina D/cdk4 activo. En la figura 21B solo se aprecia fosforilacion del sustrato en

las poblaciones Sil y Si2 que tienen inhibido p16, al igual que en las U20S.

Estos resultados demostraron finalmente que la inhibicion de p16 en las células Rb negativas no
solo permitia la formacion del complejo ciclina D3/cdk4, sino que ademas este complejo era
activo. De esta manera, llegamos a la conclusion que las poblaciones Sil y Si2 eran el modelo
de estudio adecuado para poder analizar la repercusion de la falta de pl6 en las células

tumorales Rb negativas.
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Figura 21. Formacion de los complejos activos cdk4/ciclinaD. A) La eliminacién de pl16
en las células Saos-2 provoca la formacion del complejo cdk4/ciclinaD. Se inmunoprecipitd
cdk4 de extracto proteico de células asincronicas y se realizd un western blot contra
ciclinaD3, cdk4 y p16. Como control positivo se inmunoprecipitd extracto de células U20S
que son pl6 negativas. B) La eliminacién de pl6 de Saos-2 induce la actividad kinasa del
complejo ciclina D3/cdk4. Realizamos un ensayo kinasa dependiente de ciclinaD3, para esto
inmunoprecipitamos ciclinaD3 de extractos proteicos de células asincronicas. Los complejos
se incubaron en presencia del sustrato GST-Rb y {a32p}ATP.

2.1.1 Estudio de los niveles de proteinas relacionadas con el ciclo celular.

Hasta hace unos afios se pensaba que la inhibicion del complejo ciclina D/cdk4 por pl6 so6lo
regulaba a pRB. Hoy en dia se sabe que este complejo fosforila también a las proteinas de la
familia Rb: p107 y p130 (Alevizopoulos et al., 1997). Ademads para que pl16 induzca parada en

G1 en una célula, es necesario que ésta contenga no so6lo pRB sino también p107 y p130 (Bruce
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et al., 2000). Por todo esto, seria esperable que la reconstitucion de complejos ciclina D/cdk4

activos en células Rb negativas produjera una alteracion en la fosforilacion de estas proteinas.

En nuestro caso, una vez comprobada la eficacia de la inhibicion de p16 y la presencia del
complejo activo ciclina D/cdk4, pasamos a ver el estado de fosforilacion de las proteinas de la
familia de Rb, p107 y p130. Separamos extractos de células proliferantes no sincronizadas en
geles de poliacrilamida de bajo porcentaje para asegurarnos de que las formas fosforiladas de las
proteinas fueran detectables. Como se ve en la figura 22, en las poblaciones sin p16 la proteina
p130 enddgena muestra un cambio en su fosforilacion, lo que resulta en un patréon comparable
con la existente en la linea celular U20S. Este cambio de fosforilacion no es evidente en la

proteina p107.

La causa de la fosforilacion de p130 podia deberse a un aumento en la actividad kinasa de cdk?2,
resultado del secuestro de p27 por parte de los complejos ciclina D/cdk4 formados en las
poblaciones Sil y Si2. p27 forma parte de la familia de inhibidores del ciclo celular, la familia
CIP/KIP. El principal papel de esta familia es inhibir a ciclina E/cdk2, pero por otro lado se ha
descrito que los inhibidores de esta familia son capaces de unirse al complejo ciclina D/cdk4-6
lo que previene que se una al complejo de ciclina E/cdk2 permitiendo que este se active,
contribuyendo a la progresion de la fase G1. Se ha comprobado que fibroblastos embrionarios
murinos derivados del knockout de cdk4 (MEFs cdk4-/-) no presentan actividad kinasa de cdk2
a causa de la redistribucion de p27 (Tsutsui et al., 1999). Para comprobar el estado de activacion
de cdk2 inmunoprecipitamos  esta kinasa de células asincronicas, y utilizamos el
inmunoprecipitado en un ensayo kinasa, donde incubamos los complejos inmunoprecipitados
junto con su sustrato Histona H1. Como podemos ver en la figura 22B no se aprecian
diferencias entre las poblaciones sin p16, las células SaOS2 y la poblacion control Luci. Esto
demuestra que la fosforilacion de p130 no era el resultado de un aumento en la actividad kinasa

de cdk2.
La inhibicion de p16 no solo permitia el ensamblaje del complejo ciclina D/cdk4, sino que

ademas provocaba un aumento en la fosforilacion de p130. Estas diferencias mostraban que la

inhibicién de esta proteina provocaba efectos apreciables en las células Rb negativas, por lo
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tanto seria necesario analizar otras proteinas importantes en la regulacion del ciclo para ver si

estas también se veian afectadas.
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Figura 22. La inhibicién de p16 provoca un aumento en la fosforilacion de p130 sin que
induzca cambios aparentes en el resto de las proteinas del ciclo analizadas. A) La
inhibicion de pl6 y formaciéon del complejo activo de cdk4/ciclinaD3 tiene como
consecuencia la aparicion de una forma de fosforilacion de p130. Western blot contra p130 y
pl07 de extractos proteicos totales de células asincronicas, se utilizd como control de carga
el anticuerpo contra tubulina. B) Ensayo kinasa de cdk2 donde se muestra que la inhibicion
de pl6 no provoca un aumento de la actividad kinasa asociada a cdk2. Se
inmunoprecipitaron 100pg de extracto con anti-cdk2, y los complejos precipitados fueron
incubados con histona H1 y (a-32P)ATP. C) La inhibiciéon de pl6 no tiene un efecto
significativo en las proteinas relacionadas con la regulacion del ciclo celular. Western blot
contra distintas proteinas importantes para la proliferacion celular, se utilizé como control de
carga el anticuerpo contra a-tubulina
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El anélisis de estas proteinas se realizd mediante western blot de células proliferantes. Los
resultados no mostraron grandes diferencia entre las poblaciones Sil y Si2 frente a las SaOS2 y
la poblacion control Luci. Se puede resaltar un ligero aumento en los niveles de ciclina D3 que
puede estar relacionado por la formacion de los complejos activos con cdk4. Cabe resaltar que
no se aprecia disminucioén en la proteina pl4ARF en las células sil o si2, lo que refleja la

especificidad de los shRNAs disefiados contra p16.

Que no detectaramos cambios en la expresion en las proteinas que regulan el ciclo celular, no
significaba que la inhibicién de pl16 no fuera efectiva, dado que la formacion del complejo de
ciclina D/cdk4 y la fosforilacion de p130 demostraban de forma convincente que esta inhibicion
provocaba en las células Rb negativas las consecuencias bioquimicas esperadas. Por lo que
decidimos estudiar las posibles consecuencias de la inhibicion de pl6 en la biologia de las

células Rb negativas.

2.2 Analisis del ciclo celular.

Para comenzar la caracterizacion biologica de las poblaciones sin pl6, estudiamos la
distribucion de estas células comparandolas con las células parentales a través del ciclo. En
primer lugar analizamos la distribucion de las células en las distintas fases del ciclo mediante
citometria de flujo de células proliferantes. Los datos resultantes mostraron que no habia

diferencias en la distribucion del ciclo entre las poblaciones sin p16 y las SaOS2.

Pese a no presentar diferencias en la distribucion en fases del ciclo, la inhibicién de p16 podia
provocar una mayor tasa de proliferacion. Se conoce bien el papel de pl6 como supresor de
tumores, y la pérdida de esta proteina junto con la sobreexpresion de ciclina D provoca efectos
hiperproliferativos en células normales (Ortega et al., 2002). Por ese motivo estudiamos la
capacidad de proliferacion, mediante contaje celular de células asincronicas con y sin pl6. Las
c€lulas se sembraron en medio completo, contandose cada dos dias, para obtener una tasa de
crecimiento aproximada de las poblaciones y de las células parentales. Como se aprecia en la
figura 23B no encontramos diferencias en la tasa de crecimiento entre los distintos tipos

celulares.
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Figura 23. Comportamiento del ciclo de las poblaciones sin p16. A) No hay diferencias
en células proliferantes con y sin pl6. Células Saos-2 y sus poblaciones se sembraron en
medio completo, 48 horas después se recogieron y analizaron por citometria de flujo. Los
datos fueron obtenidos mediante el programa Flow Jo. B) Las células Saos-2 y sus
poblaciones sin pl6 presentan igual crecimiento en condiciones normales de proliferacion Se
sembraron 30.000 células en medio suplementado con 10% de suero, al dia siguiente las
células se recogieron y se contaron en una camara de Neubauer, para asegurarnos que el
nimero sembrado era el adecuado. El contaje se repitid a los 3, 5, 7 y 9 dias, cada punto es la
media de 3 placas independientes. C) Las poblaciones sin p16 no presentan una reentrada en
el ciclo diferente a las Saos y la poblacion control. Se sembraron 500.000 células en medio
completo. Tras ser sincronizadas mediante serodeprivacion, fueron liberadas en medio al
20% de suero se recogieron a distintos tiempos (0, 12, 22 y 38 horas) y analizaron mediante
citometria de flujo. Los datos obtenidos se representan en la grafica de la figura.
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La inhibicion de pl6 aparentemente no afectaba a la biologia de las células tumorales Rb

negativas, ni en proliferacion ni en distribucion del ciclo al menos en células proliferantes. Sin

embargo, habiamos visto que la actividad kinasa dependiente de ciclina D provocaba un

aumento en la fosforilaciéon de p130. La principal funcion de estas dos proteinas es ejercida
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prioritariamente durante el transcurso GO/G1 (Coats et al., 1999; Harbour et al., 2000), ademas
en el trabajo publicado anteriormente por nuestro grupo vimos que la sobreexpresion de pl6
provocaba un retraso en la entrada en fase S, en las células llevadas desde GO (Gonzalez et al.,
2003). Para ver como se comportaban las células sin p16 desde GO, las serodeprivamos durante
72 horas obligandolas a entrar en quiescencia. Las células analizadas por citometria de flujo
mostraron una parada efectiva en el estadio de quiescencia GO. La estimulacion mitogénica con
altos contenidos de suero en el medio, provocd una entrada en el ciclo de forma sincronizada.
Estas células se recogieron a lo largo de 36 horas, y se analizaron mediante citometria de flujo.
Los datos analizados no mostraron diferencias entre las células con y sin p16 ni en la salida de

GO ni en otras etapas del ciclo.

De los experimentos que se acaban de describir, concluimos que la inhibicion de la expresion de
pl6 no tiene efecto sobre la progresion del ciclo de estas células en presencia de una alta

concentracion de suero.

Hasta este momento la inhibiciéon de pl6 habia permitido la formacion de complejos ciclina
D3/cdk4 junto con la fosforilacion de p130. Estos efectos en la bioquimica de las células
tumorales no parecian tener repercusiones a nivel de la proliferacion. Pese a esto, el aumento en
la fosforilacion de p130 en las poblaciones Sil y Si2 podia suponer un cambio en los niveles de

expresion de los genes dependientes de E2F.

2.3 Efecto de la inhibicion de p16 sobre los genes dependientes de E2F.

Se sabe que tanto pRB como p107 y p130 regulan la transcripcion de los genes dependientes de
E2F, inhibiendo este factor de transcripcion mediante unién directa a esta proteina. La
fosforilacion e inactivacion de pRB, mediada por los complejos ciclina/cdk, es esencial para la
progresion G1/S. En células normales la fosforilacion de p107 y p130 depende de la actividad
del complejo ciclina D/cdk4, y coincide con la liberacion de E2F y del comienzo de la

transcripcion de los genes dependientes de E2F (Beijersbergen R et al., 1995).

99



Resultados

Como ya hemos comentado, las SaOS2 y en general en células tumorales Rb negativas tienen
anulada la actividad ciclina D/cdk4 debido a los elevados niveles de pl6 que presentan.
Realmente se conoce poco sobre las consecuencias de la falta de actividad de este complejo
sobre la regulacion de las proteinas p107 y p130 y los genes dependientes de E2F en las células
Rb-/-. Se podria esperar que en estas células la capacidad para inactivar p107 y p130 estuviera
comprometida, al igual que la actividad transcripcional de E2F. Esto puede verse modificado al

restablecer la actividad del complejo ciclina D/cdk4 después de la inhibicion de p16.

Para el analisis de los genes dependientes de E2F en las células sin pl6, comenzamos
estudiando los niveles de mRNA mediante PCR a tiempo real. Los genes analizados fueron B-
myb, cdc6, CycA y DHFR, que estan regulados directamente por p130 y p107 (Hurford et al.,
1997). La extraccion del mRNA Ia realizamos de células asincronicas sembradas 24 horas antes
en medio completo; los resultados obtenidos corresponden a la media de 4 experimentos

independientes tomando como valor control el valor de las células de partida SaOS2.

El resultado mostr6 que los niveles de los mRNAs de estos genes son similares en las
poblaciones Sil y Si2 y en las células con pl6 (figura 24), sin que hubiera diferencias
significativas, aunque si se podia destacar un ligero aumento no estadisticamente significativo
en los niveles del gen DHFR en las poblaciones Sil y Si2. Para ver si la transcripcion de este

gen podia verse aumentada por la inhibicioén de p16, analizamos la actividad de su promotor.

El promotor de DHFR tiene un sitio de respuesta a E2F. Si alguna de nuestras células presentara
una mayor actividad de E2F sobre este promotor, esto provocaria un aumento en la actividad
del gen reporter. Los valores obtenidos los corregimos comparandolos con la actividad del
mismo promotor del gen DHFR pero con el sitio de respuesta a E2F mutado. De esa manera la
actividad transcripcional resultante dependia de E2F exclusivamente. Los datos del ensayo
luciferasa no mostraron diferencias entre las células con y sin p16, por que concluimos que la

inhibicion de p16 no afectaba a la transcripcion de los genes dependientes de E2F.
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Figura 24. La inhibicién de p16 no parece tener ningin efecto significativo sobre los
genes dependientes de E2F. A) La inhibicion de p16 no afecta, o lo hace marginalmente, a
la transcripcion de los genes dependientes de E2F. Se sembraron células Saos-2 junto con la
poblacion control Luci y las poblaciones sin p16 (Sil y Si2) en medio completo, 24 horas
después se extrajo RNA y se analizaron los genes dependientes de E2F mediante PCR a
tiempo real. Los datos representados en la grafica son la media y la desviacion de 4
experimentos independientes. B) La transcripcion del gen DHFR dependiente de E2F no se
ve afectada tras la falta de p16. Las células Saos y Si2 se transfectaron de forma paralela con
los plasmidos con el promotor de DHFR (WT) y con el mismo promotor pero con el sitio de
respuesta a E2F mutado (MUT), unidos al gen de luciferasa. La grafica representa el cociente
del de las unidades obtenidas del promotor WT y el MUT corregido por los valores de B-
galactosidasa. La grafica son la media y la desviacion de 4 experimentos independientes.

Hasta aqui los resultados obtenidos mostraban que las células Rb negativas eran capaces de
proliferar y estimular de alguna forma a E2F a pesar de presentar p16 y de carecer de actividad
cdk4-6. Durante G1 las proteinas de la familia Rb son inactivadas mediante fosforilacion
secuencial de los complejos ciclina D/cdk4-6 y ciclina E/cdk2. La inactivacion de estas
proteinas da como resultado la liberacion de las proteinas de la familia E2F, necesarias para el
paso G1/S (Sherr et al., 2000). Nosotros hemos visto que las células Rb negativas son capaces
de estimular a los genes dependientes de E2F. Esta estimulacion podia producirse por
inactivacion de las proteinas de la familia de Rb presentes en nuestras células, o porque estas
proteinas no fueran funcionales en células tumorales Rb negativas, o por un mecanismo
completamente distinto, independiente de p107 y p130. Por ello, necesitdbamos estudiar si en

las células Rb negativas pl07 y pl130 eran funcionales, y si las células eran capaces de
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inactivarlas permitiendo la transcripcion de los genes dependientes de E2F. Por supuesto

también queriamos saber si esto se veia afectado por la inhibicioén de p16.

Este estudio lo realizamos mediante inmunoprecipitacion de cromatina de células sincronizadas
tras doble bloqueo con timidina. Las células se recogieron en las fases G1 y S del ciclo, lo que
comprobamos analizando a las células mediante citometria. La cromatina de estas células la
inmunoprecipitamos con anticuerpos contra p107, p130 y E2F4 (proteina de la familia de E2F a
la que se unen tanto p107 como p130) utilizando como control negativo suero no inmune. Las
regiones de los promotores de respuesta a E2F que amplificamos fueron las de los genes de
DHFR, CycA2, cdc6, p107 y E2F1. Utilizamos actina como control negativo ya que este gen no
esta regulado por E2F.

Como podemos ver en la figura 25, tanto en SaOS2 como en su poblacion en la que esta
inhibido p16, en la fase S del ciclo hay una disociacion de p107 y p130 de la region del DNA
analizada. Justo lo contrario sucede en G1 donde la uniéon de p107 y p130 a los promotores es
mayor. Esto sugiere que las células Rb negativas con altos niveles de pl6 son capaces de
inactivar a p107/p130 y por lo tanto disociarlas de los promotores dependientes de E2F en la
transicion G1/S. Todo esto parece demostrar que en las células Rb negativas la inactivacion de
p107/p130 es independiente a la fosforilacion mediada por ciclina D/cdk4, y la reconstitucion de
la kinasa tras ser inhibido p16 no afecta ni a la regulacion de los genes dependientes de E2F ni

a las proteinas de la familia de Rb, al menos en las condiciones estudiadas.
Nuestros resultados demostraban que tanto p107 como p130 se podian inactivar en ausencia de

actividad kinasa dependiente de cdk4-6. Esto podia significar que el ciclo de estas células podia

estar regulado por otras kinasas.
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Figura 25. Las células RB negativas con altos niveles de p16 regulan la ocupacion de los
genes dependientes de E2F, por p107 y p130, a través del ciclo celular y esto no se ve
afectado con la inhibicion de p16. A) Las células Saos y Si2 fueron sincronizadas tras
doble bloqueo de timidina y se recogieron a las 6 horas (fase S) y a las 18 horas (fase G1).
El porcentaje de células en cada fase del ciclo se determind por citometria de flujo. B)
Ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina de las células sincronizadas. Las células
recogidas en fase G1 y S del ciclo celular fueron inmunoprecipitadas con los anticuerpos
pl107, p130, E2F4 y suero preinmune. Tras la inmunoprecipitacion de cromatina se amplificd
mediante PCR los promotores de DHFR, Ciclina A2 cdc6, p107 y como control negativo el
promotor de actina (que no se une a E2F). C) Las graficas muestran los valores de la
densitometria de las bandas de cada uno de los promotores. Estos valores demuestran que las
c¢lulas RB negativas son capaces de liberar a los promotores dependientes de E2F p107 y
p130 de los promotores a través de E2F en fase S.

103



Resultados

3. Aproximacion a la regulacion del ciclo de las células Rb

negativas por las cdks.

Para comprobar como se comportaban nuestras células frente a condiciones limitantes de
estimulos mitogénicos (por tanto con escasa actividad de los complejos ciclina/cdk), y sabiendo
que los dos tipos celulares se paran en condiciones de serodeprivacion (figura 23C), pusimos a

crecer las células con y sin p16 en medio con un 0,5% de suero.

Todas las células presentaban una marcada disminucion de la proliferacion en comparacion con
su tasa de crecimiento en condiciones Optimas de suero (figura 26). Sorprendentemente las
poblaciones sin p16 presentaban una mayor tasa de crecimiento que las células parentales y la
poblacién control en estas condiciones. Una posible explicacion podria ser que las cantidades
limitantes de suero provocaran una actividad baja de cdks, y que en estas condiciones el

complejo ciclina D/cdk4, formado en las poblaciones sin p16, supusiera una ventaja.

0.5% suero

—e—SAOS
700 - —eo—Luci
——si1
600 1 ——si2
. 500 -
[=3
S
3 400 A
8
S 300
o
© 200
100 -
0

0 1 3 5 7

Dias

Figura 26. La proliferacion de las células sin pl6 parece ser menos sensibles a
condiciones limitantes de medio. Se sembraron 90.000 células SaOS2, Luci, Sil y Si2, al
dia siguiente se les afiadié medio al 0,5% de suero. Las células fueron recogidas a los dias
indicados en la grafica y contadas en una camara de Neubauer. Cada punto de la grafica
corresponde a la media de tres cuentas independientes de triplicados.
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Para comprobar de forma mas especifica que los niveles de pl6 en células Rb negativas
pudieran modificar su sensibilidad a la actividad cdks, decidimos usar un inhibidor de cdks de

amplio espectro.

3.1 Efecto del inhibidor quimico Roscovitina en células con y sin p16.

Hoy en dia se han desarrollado un amplio nimero de inhibidores de cdks para el tratamiento
contra el céncer, provocado por la frecuente desregulacion de los complejos ciclina/cdk en
células tumorales. La Roscovitina ha sido utilizada en el tratamiento de numerosos tumores y
esta probada su efectividad en la inhibicion de la actividad sobre cdk1, cdk2, cdk3, cdk5 y cdk?
(De Azevedo et al., 1997; Keezer y Gilbert, 2002).

La actividad de la roscovitina ha sido probada contra varias proteinas kinasas distintas a las
cdks. Sus ICs fueron calculados mediante curvas dosis-respuesta, y se vio que la mayoria
estaban poco inhibidas o no inhibidas. Con respecto a la actividad de cdk4 y cdké6 se ha visto
que este inhibidor tiene un pobre efecto sobre ellas siendo sus ICsyp > 100uM (Meijer et al.,
1997).

Este inhibidor nos serviria para aclarar si estas cdks (cdkl, cdk2 y cdk3) podian ser las
responsables de la regulacion del ciclo de las células Rb negativas, dada su alta especificidad
contra todas ellas. Ademas la utilizacion de roscovitina presentaba otras ventajas como la baja
actividad sobre cdk4-6 y otras kinasas que podrian estar sustituyendo el papel de las cdks en
estas células, asi los resultados nos darian una respuesta mas aproximada de si realmente la
actividad de cdk4-6 podia suplir o suponer alguna ventaja en ausencia de otras cdks, como
parecia sugerir el experimento anterior, o bien si la regulacion de las células Rb negativas

dependia de otras kinasas no inhibibles por este inhibidor quimico.

Para investigar los efectos de la roscovitina en la proliferacion de nuestras células, tratamos a
las SaOS2 y Si2 con una concentracion S0uM durante 48 horas, tiempo tras el cual las células
se recogieron y fueron analizadas por citometria de flujo. La inhibicion de cdkl y cdk2 por este
inhibidor deberia provocar que las células se parasen en G1 y G2/M respectivamente, si

realmente eran las responsables de la regulacion del ciclo. Los datos muestran cierta
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acumulacion en G2/M, y una disminucién en la fase S (figura 27) aunque esto no nos permitia

concluir que las células estuvieran paradas en esas fases.

ROSCOVITINA

60,00 ~
50,00 -
40,00 4

mSaos

30,00 A )
oSi2

20,00 A

% células

10,00 4
0,00 ~

[R] = 0 uM [R] = 50 uM

Figura 27. El tratamiento con roscovitina provoca un aumento en G2/M a una
concentracion de S0uM. SaOS2 y Si2 fueron tratadas con roscovitina a una concentracion
de 50uM durante 48 horas, tiempo tras el cual fueron recogidas y analizadas mediante
citometria de flujo. Las graficas representan la distribucion de células que se haya en cada
fase del ciclo.

Para comprobar si el inhibidor de las cdks impedia la proliferacion de las células Rb negativas,
tratamos a las SaOS2 y Si2 con nocodazol que para a las células en G2 mediante
desorganizacion de microtibulos, impidiendo a la célula entrar fase M. De esta manera, se
produciria un aumento en la fase G2 so6lo si las células no estuvieran paradas.

Las células se cultivaron en presencia de roscovitina SO0uM durante 48 horas, 24 horas antes se
trataron con Nocodazol. Transcurrido el tiempo de incubacion, se recogieron y analizaron por
citometria de flujo. Como se ve en la figura 28 las células cultivadas en presencia de 50 uM y
nocodazol no presentan aumento de la fase G2, lo que indica que a esta concentracion las
células estarian paradas. Esto lo corroboramos mediante incorporacion de BrdU en células
tratadas con una concentraciones de roscovitina 50 puM (figura 28B). El andlisis de la
incorporacion de las células nuestra una disminucion completa en la incorporacion de BrdU en
c€lulas tratadas con 50 uM de roscovitina. Esto claramente demostraba que el inhibidor de cdks

era capaz de suprimir la proliferacion.
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Figura 28. Las células tratadas con 50uM de roscovitina no proliferan. A) Represtacion
de los porcentajes de las células en cada fase del ciclo. SaOS2 y Si2 fueron tratadas con
roscovitina 50 uM durante 72 horas, 24 horas antes de ser recogidas se les afiadié Nocodazol
400ng/ml para ver una posible parada de las células en G1. B) Ensayo de incorporacion de
Brdu de células tratadas con 50uM de roscovitina durante 48 horas. Las fotos de la izquierda
corresponden a la tincidbn nuclear de la inmunofluorescencia. La grafica es una
representacion significativa de varios ensayos de Brdu

Todos los datos parecian sugerir que la actividad de las cdks debe ser inhibida para impedir la
proliferacion de las células Rb negativas, de forma independiente a la presencia o no de p16. Asi
los dos tipos celulares presentan parada en la progresion del ciclo celular cuando las tratamos
con roscovitina 50 uM, mostrando un perfil con un porcentaje similar de células tanto en Gl

como en G2 y una disminucién completa en la incorporacion de BrdU.
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Pese a no encontrar diferencias significativas entre SaOS2 y Si2 en cuanto a la sensibilidad a la
roscovitina, se sabe que tanto p16 como de cdk4-6 son importantes para la transicion G1/S. Por
ese motivo decidimos estudiar si habia alguna diferencia especifica entre las SaOS2 y Si2 en la
transicion de estas fases cuando inhibimos todas las demdas cdks. Para ver el efecto de la
roscovitina a ese nivel, sincronizamos a las células mediante doble bloqueo de timidina
liberandolas en presencia o no de 50uM de roscovitina. Tras el tratamiento y el periodo de

incubacion las células fueron analizadas por citometria de flujo.

@ 3xPBS Fase G1
Medio
p—

590.000 Timidina 3xPB_S Timidina 18H Fase S
células Medio
14H 11H 14H <
b=
6H Roscovitina
-
Saos-2 Si2
80 4 80
60 - 60
40+ 40
0 0
TT18 TT6 TT6R TT18 TT6 TT6R
uG1 72,78 15,12 61,08 uG1 69,11 18,08 43,39
oS 13,48 52,45 29,77 os 14,47 45,55 51,21
oG2IM 13,74 32,44 9,14 OG2M 16,42 36,37 5,39

Figura 29.Sincronizacion de las células SaOS2 y Si2 mediante doble bloqueo de
timidita. Las células fueron recogidas a las 18 horas (TT18) para fase G1 o a las 6 horas
(TT6) para fase S en presencia o ausencia de Roscovitina (TT6R). A) Esquema del
procedimiento experimental. B) Las células sincronizadas fueron analizadas mediante
citometria de flujo. Las graficas son una representacion del porcentaje de células que se
encuentran en cada fase del ciclo.
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Los resultados muestran que la roscovitina provoca distintos efectos entre las células. Asi en las
Sa0S2, la roscovitina provoca una acumulacion en G1 lo que indica cierto impedimento de
estas células para entrar en fase S, mientras en las Si2 este efecto no es tan evidente, dado que
son capaces de pasar a fase S en presencia de roscovitina. Esto demuestra nuevamente que las

células sin p16 eran menos sensibles a la inhibicion de las cdks (figura 29).

Dado que las células si2 parecian menos sensibles a la roscovitina cuando estaban
sincronizadas, decidimos estudiar el efecto de la roscovitina en la regulacion de los genes

dependientes de E2F en estas circunstancias.

3.1.1 Efecto transcripcional de la roscovitina en células con y sin p16.

Hasta el momento habiamos visto que las células Rb negativas eran capaces de regular su ciclo
de forma independiente a la presencia de actividad kinasa de cdk4, esto se correlacionaba con la
regulacion de los genes dependientes de E2F y las proteinas de la familia Rb, p107/p130.
También habiamos demostrado que las células tumorales Rb negativas eran capaces de inactivar
a estas proteinas sin la presencia de la actividad kinasa de cdk4 que se suponia que era
indispensable para su fosforilacion e inactivacion. Los ensayos realizados en condiciones
limitantes de mitogenos al igual que los realizados con el inhibidor de cdks, la roscovitina,
habian mostrado por su parte que las células con complejos cdk4 reconstituidos parecian menos

sensibles a la inhibicion de cdks.

Para saber si la inhibicion de las cdks por roscovitina podia tener un efecto en p107/p130 y si la
actividad de cdk4 podria estar sustituyendo a las demds cdks en la inactivaciéon de estas
proteinas decidimos realizar inmunoprecipitacion de cromatina de células sincronizadas con
doble bloqueo de timidina y recogidas en G1 (TT18) o en fase S tratadas o no con roscovitina

50uM (TT6 o TT6R).

La inmunoprecipitacion de cromatina de estas células las realizamos contra los anticuerpos

contra p107 y p130, utilizando como control negativo suero preinmune. Las regiones de los
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promotores de respuesta a E2F que amplificamos fueron la de los genes de DHFR, CycA2 y

cdc6. La actina la utilizamos como control negativo ya que no esta regulada por E2F.
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Figura 30. El tratamiento con roscovitina previene la liberacion de p107 y p130 de los
promotores dependientes de E2F tanto en Saos como en Si2. Las células Saos y Si2
fueron sincronizadas tras doble bloqueo de timidina y se recogieron a las 18 horas (TT18,
fase G1) y a las 6 horas (fase S) en presencia (TT6R) o ausencia (TT6) de roscovitina S0uM.
Las células recogidas fueron inmunoprecipitadas con los anticuerpos pl107, p130 y suero
preinmune como control. Se amplificaron mediante PCR los promotores de DHFR, Ciclina
A2 cdc6 y actina (como control negativo). Las graficas muestran la media de los valores

obtenidos de densitometrar las bandas de cada una de las amplificaciones de los promotores.
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Como podemos ver en la figura 30, y como ya habiamos visto en ausencia de roscovitina, las
células Rb negativas son capaces de inactivar a p107 y p130 y asi liberar a estas proteinas de los
promotores de respuesta a E2F en la fase S del ciclo (TT6). En cambio esto no es asi en células
en presencia roscovitina (TT6R), dado que las proteinas p107 y p130 se encuentran unidas a los
promotores analizados, de forma similar que en fase Gl del ciclo. En conjunto los datos
demostraban que en presencia de roscovitina tanto las SaOS2 como las Si2 son incapaces de
inactivar a p107 y p130 y por tanto de liberarlos de los promotores dependientes de E2F. Lo que
supone una prueba de que las cdks son las responsables no solo de la regulacion del ciclo de las
células sino también de la inactivacion de las proteinas de la familia Rb, y ademas que la
actividad de cdk4 por si sola no es suficiente para la inhibicion de la unién de p107/p130 a

promotores dependientes de E2F.

Parece evidente por tanto que las responsables de regular el ciclo en estas células son las cdks
dado que su inhibicion es capaz de inducir inactivacion en la transicion G1/S. Los complejos
ciclina/cdk no inhibibles por p16 parecen ser los candidatos obvios para desempenar este papel
por lo que decidimos estudiar la importancia de estos complejos en la biologia de las células Rb

negativas.

3.2 Consecuencias de la inhibicion de cdk2 en células con y sin p16.

Existen numerosos estudios que hablan de la importancia de cdk2 en la biologia de las células
tumorales y no tumorales. Se ha sugerido que cdk2 dirige muchos eventos del ciclo celular,
como la transicion G1/S, la progresion a fase S a través de la iniciacion y el mantenimiento de la
replicacion del DNA, la salida de la fase S y la progresion dentro de la fase G2, y posiblemente
la entrada en mitosis (Morgan et al., 1997; Hu et al., 2001). La importancia de cdk2 en el ciclo
celular ha sido demostrada utilizando distintas formas de inhibicion: dominantes negativos,
anticuerpos especificos contra cdk2 o contra ciclinas A o E o sobreexpresion de p27 (Pagano et
al., 1992; Van den Heuvel y Harlow, 1993; Polyak et al., 1994; Ohtsubo et al., 1995). Esto ha
demostrado que el papel de cdk2 en el ciclo celular no sélo es importante sino que ademas se
considerd imprescindible. La funcion de cdk2 mejor caracterizada es la regulacion de la

progresion desde G1 a fase S, que ocurre mediante la fosforilacion secuencial de pRB primero
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por el complejo ciclina D/cdk4 y después por ciclina E/cdk2 Recientemente se ha cuestionado el
papel de cdk2, dado que parece ser prescindible para la proliferacion celular e incluso para el
desarrollo embrionario. Asi, se ha descrito que los ratones cdk2-/- son viables aunque presentan
esterilidad (Berthet et al., 2003), y que la inhibicidén esta proteina en ciertas lineas tumorales

tampoco parece afectar a la proliferacion de estas células (Tetsu y McCormick, 2003).

Se ha visto que la inhibicion de cdk2 interrumpe la proliferacion de MEFs cdk4-/-, cdk6-/- lo
que parece indicar que en ausencia de cdk4 la accion de cdk2 bastaria para mantener la
proliferacion en esas células (Maumbres et al., 2004). Decidimos por tanto estudiar la
repercusion de la pérdida de actividad cdk2 en nuestras células mediante un dominante

negativo.

3.2.1 Efecto de la transfeccion del dominante negativo de cdk2 (dncdk2)

Comenzamos el estudio de las posibles consecuencias de la inhibicion de cdk2 en las células Rb
negativas transfectando distintas cantidades del dncdk2 (este dominante negativo resulta de la
mutacion de Aspl45 en cdk2 (van den Heuvel y Harlow, 1993)) a las células SaOS2. 48 horas
después las células se recogieron para diversos ensayos. La expresion del dncdk2 se comprobo
mediante western blot con un anticuerpo contra cdk2 que reconoce también a la proteina
mutada. Como podemos ver en la figura 31 el analisis de las células por citometria de flujo
muestra un perfil de ciclo normal lo que parecia indicar que la expresion del dominante negativo
de cdk2 no afectaba a las células Rb negativas. Esto era posible o bien porque el dominante

negativo no fuera suficientemente efectivo o bien porque las células ya estuvieran paradas.

La eficiencia de inhibicion de la actividad de cdk2 por el dominante negativo la comprobamos
mediante un ensayo kinasa figura 31B. Aqui observamos que la expresion del dncdk2 provoca
una disminucion significativa de la actividad de la proteina endégena. Todos estos resultados
parecian indicar que efectivamente la inhibicion de la actividad kinasa de cdk2 por el dominante
negativo no afectaba a la distribucion de las células SaOS2 en el ciclo por lo que decidimos
analizar si habia una disminucion en la sintesis de DNA como ocurria en el caso de las MEFs
cdk4-/-, cdk6-/-. Nuevamente transfectamos a las SaOS2 con la maxima cantidad del dncdk2, y

48 horas después realizamos un ensayo de incorporacion de BrdU.
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Figura 31. El dominante negativo de cdk2 no tiene ningiin efecto en las células Saos-2.
Las células Saos-2 fueron cotransfectadas con cantidades crecientes del plasmido
pCMVdnedk2 (5, 10 y 20pug) o bien con plasmido pBluescript (BS) mediante fosfato de
calcio. 48 horas después se recogieron las células para ser analizadas A) Western blot contra
cdk2. El anticuerpo utilizado reconoce a la proteina mutada del dncdk?2 transfectada, ya que
es capaz de detectar las concentraciones crecientes del dncdk? transfectado. Como control de
carga se utilizo el anticuerpo especifico de a-tubulina. B) Ensayo kinasa de cdk2 de 100ug
de extracto proteico de células Saos-2 transfectadas con con 20pg de plasmido pCMV
dncdk2 o bien con BS. Aqui se observa que la actividad asociada a cdk2 de las células
transfectadas con el dncdk?2 esta inhibida. C) Las células fueron cotransfectadas con GFP en
una proporcion 1:5 para poder analizar el efecto del dncdk2 en el ciclo mediante citometria
de flujo. La grafica representa la distribucion de las células en cada fase del ciclo donde no
se observan grandes diferencias D) Las Saos-2 fueron transfectadas con 20pug de plasmido
pCMYV dncdk?2 o bien con BS. 48 horas después se realizo un pulso de Brdu. Las células
fueron fijadas y se les realizd la inmunofluorescencia con un anticuerpo especifico contra
Brdu (fotos de la derecha). Las fotos de la izquierda corresponden a la tincion nuclear por

dapi. La gréfica es una representacion significativa de varios ensayos de Brdu
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Los resultados obtenidos no muestran diferencias entre las células transfectadas con el
dominante negativo y las células control. Esto parecia demostrar que en las células Rb negativas

las actividades kinasas de cdk2 y cdk4 no son necesarias para la progresion del ciclo.

Estos resultados entran en conflicto con los publicados por Cheng et al., 2000; donde se
mostraba que la inhibicion de cdk2 con un mutante dominante negativo producia una parada en
G1/S en células Rb negativas con altos niveles de p16. En este mismo trabajo la expresion de
dncdk?2 impide la disociacion de p130 y E2F4 en estas células, lo que nos llevé a analizar las

consecuencias de la expresion del dnedk?2 en nuestras manos mas en detalle.

3.2.2 Estudio transcripcional de los genes dependientes de E2F tras la transfeccion con el
dncdk2

La inhibicion de una proteina que fuera esencial para la inactivacion de p107 y p130 deberia
provocar una represion de los promotores dependientes de E2F en las células con p16 altos pero
no en aquellas que lo tienen inhibido. Por ello, cotransfectamos a las células con el dnedk?2 junto
con un promotor unido al gen reporter de luciferasa, que responde a la actividad transcripcional

de E2F. Este promotor es artificial y contiene 3 sitios de respuesta a E2F (3xE2F-Luc).

Como vemos en la figura 32A no parecen existir grandes diferencias en la respuesta
transcripcional de E2F a la inhibicion de cdk2 en células con y sin pl16, aunque si podemos
destacar una pequefia disminucion en la actividad dependiente de E2F en SaOS2 cuando estas
son transfectadas con el dncdk2, lo que no ocurre en Si2. Para comprobar si el efecto diferencial
que veiamos entre SaOS2 y Si2 era debido a la inhibicion de p16, cotransfectamos junto con el
dncdk? el plasmido de codifica para p16 de raton. Esta proteina murina no puede ser reconocida
por los shRNA contra pl6 humano, pero conserva la capacidad de unirse a cdk4 humano.
Significativamente, la presencia de pl16 de ratdon provoca que la actividad dependiente de E2F
en Si2 disminuya hasta los valores alcanzados por las SaOS2. La disminucion de la actividad en
SaOS2 parece ser dependiente de p16, dado que en Si2 esta disminucion solo era patente cuando

cotransfectdbamos el dncdk2 junto con p16 de raton.
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Parecia pues que la expresion de un dominante negativo de cdk2 inducia un pequefio efecto
transcripcional en promotores dependientes de E2F en células Rb negativas con niveles altos de
pl6, pero no en aquellas en las que pl6 estuviera inhibido. Se ha planteado en numerosos
estudios que esta proteina es necesaria para la fosforilacion de p107/p130 en ausencia de cdk4,
por lo que la pequefia disminucion en SaOS2 podia ser el reflejo de un posible efecto sobre

p107/p130.

Para estudiar el efecto de cdk2 sobre la inactivacion de pl07 y pl130, decidimos realizar
inmunoprecipitacion de cromatina de células SaOS2 transfectadas con y sin el dominante
negativo de cdk?2 tras ser sincronizadas con doble bloqueo de timidina. Las células se recogieron
en las fases G1 y S del ciclo, lo que comprobamos analizando a las células a por citometria. La
cromatina de estas células la inmunoprecipitamos con los anticuerpos contra pl107, p130
utilizando como control negativo suero no inmune. Las regiones de los promotores de respuesta
a E2F que amplificamos fueron las de los genes de DHFR, CycA2, cdc6, pl07 y E2F1.

Utilizamos actina como control negativo ya que no esta regulada por E2F.
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Figura 32. La transfeccion con el dncdk2 provoca una ligera disminucion en la
actividad trancripcional dependiente de E2F en Saos pero no en Si2. A) Saos y Si2
fueron cotransfectadas con el plasmido 3xE2F-luc, dncdk2 y con o sin pl6 de ratén, 72
horas después se recogieron las células. La grafica repesenta la media de las unidades de
luciferasa, corregidas por -galactosidasa de al menos tres experimentos independientes. B)
El dncdk?2 practicamente no afecta en la ocupacion de los genes dependientes de E2F por
pl07 y p130. Las células Saos fueron sincronizadas tras doble bloqueo de timidina y se
recogieron a las 6 horas (fase S) y a las 18 horas (fase G1). Las células recogidas en fase G1
fueron inmunoprecipitadas con los anticuerpos pl07, p130, E2F4 y suero preinmune como
control. Se amplificaron mediante PCR los promotores de DHFR, Ciclina A2 cdc6, pl107 y
actina como control negativo. C) Las graficas muestran la media de los valores obtenidos de
densitometrar las bandas de cada una de las amplificaciones de los promotores.

La disociacion de los promotores de p107 y p130 en fase S no parecia verse afectada en las
células transfectadas con el dncdk2. Es decir, la inhibicion de cdk2 no parecia afectar a la

proliferacion de las células Rb negativas ni tampoco a la capacidad de inactivar tanto p107

como p130.
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Esto demostraba un hecho sorprendente, ya que las células tumorales no sélo eran capaces de
inactivar a las proteinas de la familia de Rb en ausencia de actividad kinasa cdk4-6, sino que lo

eran ademas en ausencia de actividad de cdk2.

En los ultimos afios se ha reevaluado el papel de las ciclinas y las cdks en células normales y
tumorales. Desde los afios 90 el estudio con ratones knockout ha demostrado que cdks y ciclinas
que se consideraban indispensables para el ciclo celular no lo eran. Esto puso en evidencia el
alto grado de redundancia que existe entre ellas, de forma que la falta de una cdk puede ser
compensada por otra que cumpla su funcidon, como el caso de los MEFs cdk4-/-, cdk6-/- donde
cdk?2 sustituye a cdk4. En las células tumorales Rb negativas la causa de que la inhibicion de las
actividades de cdk2 y cdk4 no provoque una parada en la proliferacion, quizas se explique por

la presencia de otra cdk que esté compensando sus funciones.

3.3 Estudio del efecto de la inhibicion de distintas cdks sobre las células Rb

negativas.

Para comprobar si las células Rb negativas se aprovechaban de la redundancia de los cdks para
proliferar, decidimos inhibir los otros posibles cdks solos o en combinacién. Para poder
estudiar el efecto a nivel transcripcional de las distintas cdks, decidimos cotransfectar las SaOS2
y Si2 con los distintos dominantes negativos de las principales cdks (cdkl1, cdk2 y cdk3) junto
con el promotor 3xE2F unido al gen reporter de luciferasa. Asi si alguno de estos dominantes
negativos fuera importante tanto en la inactivacion de p107 como la de p130, esto provocaria
una disminucién en la actividad transcripcional de E2F que se veria reflejada en una
disminucion en las unidades de luciferasa. Ademas Si2, al tener el complejo cdk4 activo, se
podria esperar que el efecto de la inactivacion de alguna de estas cdks fuera menos apreciable

que en Sa0S2, ya que cdk4 podria estar compensando de alguna manera su funcion (figura 33).

Como podemos ver en la figura 33B los datos resultantes del ensayo luciferasa muestran que
las células sin p16 parecen ser menos sensibles a la inhibicion de las cdks que las SaOS2, donde
se aprecia un mayor grado de disminucion de la actividad transcripcional en presencia de los

dncdks. Esta diferencia se reduce cuando cotransfectdbamos a la vez los dominante negativo de
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cdkl, 2 y 3; de forma que en ese momento es cuando se apreciaba una mayor disminucién de la
actividad luciferasa del promotor 3xE2F tanto en SaOS2 como en Si2. Esto podia indicar que en
la regulacion de las células Rb negativas existia un alto grado de redundancia entre las distintas

cdks, sin que hubiera ninguna imprescindible.
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Figura 33. Los dominantes negativos de cdkl, cdk2 y cdk3 sobre la actividad E2F,
provocan un mayor efecto en Saos que en Si2. Las céluas Saos y Si2 fueron transfectadas
de forma transitoria con los dncdk (1,2 y 3) junto con el promotor 3XE2F y con un vector de
expresion de [-galactosidasa. 48 horas después de la transfeccion las células fueron
recogidas y analizadas. A) Western blot de las células transfectadas con los distintos dncdks
utilizando anticuerpos especificos para cdkl, cdk2, cdk3 y como control de carga a-tubulina
B) Se midi¢ la actividad luciferasa y se normalizo6 respecto a la actividad B-galactoxidasa. La
grafica representa la media de al menos tres experimentos independientes.

Hasta hace unos pocos afios, para el estudio del papel de las cdks en el ciclo se utilizaban
principalmente los dominantes negativos contra esas proteinas, que ayudaron a caracterizar su
funcion. Asi por ejemplo se caracterizaron a cdk2, cdk3 y cdk4 como reguladores esenciales
para la transicion G1/S en el ciclo celular de mamiferos (Meyerson et al 1992; Heuvel y
Harlow, 1993; Hofmann y livingston, 1996). Sin embargo, es muy probable que el efecto
causado por estos dominantes negativos esté asociado a su interaccion con otras proteinas del
ciclo, mas que a un efecto directo de los dominantes negativos. Actualmente estudios mas

especificos con siRNAs y con ratones Knockout, sugieren que las ideas establecidas sobre el
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papel de estas cdks en el ciclo pueden estar equivocadas. Para conocer el efecto real que la
pérdida de las distintas actividades de las cdks supondria en el ciclo de las células Rb negativas

con diferentes niveles de p16, decidimos inhibir a estas proteinas con siRNAs especificos.

3.3.1 Estudio del efecto del siRNA contra cdk2 en células con y sin p16.
La utilizacion de un siRNA especifico para la inhibicion de cdk2 ya habia sido descrita en una
reciente publicacion, en la que se describia como en células tumorales la actividad de cdk2 era

también innecesaria para la proliferacion celular. (Osamu y McCormick., 2003).

En nuestro caso, los resultados con el dncdk2 sugerian que esta cdk no parecia importante para
la regulacion del ciclo de nuestras células. Para verificar esto, dado que se podia tratar de un
artefacto provocado por el dncdk, inhibimos la proteina mediante un siRNA sintético usando
como control un siRNA de secuencia aleatoria. Para conseguir el mayor grado de inhibicién
posible necesitdbamos un método que nos asegurara un elevado porcentaje de transfeccion. Por
esto decidimos introducir el siRNA contra cdk2 mediante electroporacion. Una vez
electroporadas las SaOS2 y las Si2, se esperd 3 dias para analizar el efecto del siRNA (tiempo

optimizado en el que se alcanza el mayor grado de inhibicion).

Saos-2 Si2
(7] (]
) ) ) o
Q s Q %
N N
— " s | tubulina
IP: cdk2 | S - — H1

Figura 34. Efecto del siRNA contra cdk2 endégeno. Las células Saos y Si2 fueron
electroporadas con 1,5ug de siRNA contra cdk2 y el siRNA contra una proteina control. 3
dias después se recogieron los extractos proteicos que posteriormente fueron analizados
mediante western blot de cdk2: Los niveles de la proteina tras la electroporacion del siRNA
practicamente son indetectables, se utilizo a-tubulina como control de carga. Ensayo kinasa
de cdk2: 50pg de extracto fue inmunoprecipitado con anti-cdk2, los complejos precipitados
fueron incubados con histona H1 y (0-32p) ATP. La actividad kinasa de las células
electroporadas con el siRNA de cdk2 tiene una actividad muy reducida.
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La comprobacion de la eficiencia de este siRNA la realizamos mediante western blot (figura
34) donde se ve que la deplecion de cdk?2 es practicamente completa en los dos tipos celulares.
Significativamente, esta disminucion también afecta a los niveles de actividad asociados a cdk?2
que son practicamente inexistentes como se ve en el ensayo kinasa. Esto demostraba que la
inhibicion del siRNA no s6lo afectaba a la expresion de la proteina, sino también a su actividad,

punto importante si queriamos ver alguna consecuencia derivada de esta inhibicion.
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Como en el estudio con el dominante negativo contra cdk2, decidimos estudiar las posibles
consecuencias de la inhibicion de cdk2 en ausencia o no de pl6. Esto lo analizamos en primer
lugar mediante citometria de flujo. Nuevamente, como en el caso del dncdk2 no apreciamos
ningun efecto significativo, siendo los perfiles analizados tanto en SaOS2 como en Si2 bastante
similares. También analizamos el porcentaje de células que incorporaban BrdU en SaOS2 y en
Si2. Los datos obtenidos no mostraron disminucion en la incorporacion en ninguno de los dos
casos, lo que finalmente nos permitia llegar a la misma conclusion que en el estudio con el

dncdk?2, es decir que en estas células la actividad de cdk2 no parece ser necesaria.

Todos estos datos demostraban en células Rb negativas tanto la actividad de cdk4 como la de
cdk?2 no son limitantes para la progresion del ciclo celular. Esto daba lugar a nuevas preguntas a

la hora de estudiar como se comportaban estas células y cudl era su mecanismo de regulacion.

3.3.2 Estudio del efecto del siRNA contra cdk3 en células con y sin p16.

Hasta hace unos afios cdk3, al igual que cdk2, se habia descrito como una proteina
imprescindible para la fase G1 del ciclo, ya que la expresion del dominante negativo de cdk3
bloqueaba a las células en fase G1 (Van den Heuvel et al., 1993). Cdk3 puede formar complejos
con ciclina E promoviendo la entrada en fase S de células quiescentes de forma tan efectiva
como cdk2 (Connell-Crowley et al., 1998). Hoy en dia se ha visto que en ratones de laboratorio
cdk3 esta ausente, esto es debido a una mutacion espontanea que no parece afectar al fenotipo

de estos animales.

En nuestro caso para inhibir a cdk3 utilizamos siRNA sintéticos especificos contra esta proteina.
Para probar su efectividad se transfectd mediante electroporacion, junto con un siRNA control,
a las SaOS2 y a las Si2. Después de esperar 4 dias (tiempo en el que se alcanza el mayor grado

de inhibicién) se recogieron las células para su posterior analisis.

Mediante western blot analizamos la inhibicion de cdk3 en SaOS2 y Si2. El anticuerpo utilizado
para la deteccion de cdk3 ya habia demostrado ser especifico en la figura 33, cuando
transfectdbamos a las células con los dominantes negativos de cdks. Este anticuerpo, en la

cotransfeccion de los tres cdks, solo detectaba al dncdk3 sobreexpresado y no reconocia la
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sobreepresion ni del dnedk1 ni dnedk2. Con respecto al siRNA como se puede ver en la figura
36 detectamos una fuerte inhibicion de cdk3 con respecto al control. Para comprobar que dicha
inhibicion provocaba una disminucion en la actividad de esta proteina realizamos un ensayo
kinasa. Como podemos ver en la figura 36 la disminucion de la actividad de cdk3 es patente,

aunque hay que resaltar que la actividad total de esta proteina es inferior a la detectada en el

caso de la inhibicion de cdk?2.
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Figura 36. Efecto del siRNA contra cdk3 endégeno. Las células SaOS2 y Si2 fueron
electroporadas con 1,5ug de siRNA contra cdk3 y proteina control, 4 dias después se
recogieron y posteriormente fueron analizadas mediante. A) Western blot y ensayo kinasa de
los extractos proteicos de las células electroporadas con el siRNAcdk3. Analizamos los
niveles de cdk3 enddgeno mediante la utilizaciéon de anticuerpo contra cdk3 especifico.
Como control de carga se utilizd o-tubulina. Para el ensayo kinasa de cdk3 se
inmunoprecipitdé 50pg de extracto con anti-cdk3. Los complejos precipitados fueron
incubados con histona H1 y (a-32p)ATP. B) Los niveles de cdkl y cdk2 no sufren
reducciones por lo que la disminucion de cdk3 es especifica. Analizamos los niveles de cdkl
y cdk2 mediante anticuerpos especificos a-cdkl de raton o a-cdk2 de conejo. Se utilizé el
anticuerpo o-tubulina como control de carga

Para comprobar que la disminucion de la proteina de cdk3 era especifica y dado que estos
siRNAs no habian sido testados, realizamos un western blot contra cdk1 y cdk2 que presentan
una alta homologia con esta proteina. Los niveles de estas proteinas no se veian afectadas tras la
inhibicion de cdk3 lo que confirma la especificad de la inhibicién del siRNA. Hay que resaltar
un aumento de la banda activa de cdk2 que corresponde a la de menor peso. Esto supone una
evidencia a una posible redundancia en el ciclo de estas células donde cdk2 puede sustituir a

cdk3 para la continuidad de la proliferacion celular.
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Una vez comprobada la eficiencia de la inhibicion del siRNA, analizamos mediante citometria
de flujo a las SaOS2 y Si2 electroporadas con el siRNA de cdk3 o con el siRNA control. Los
resultados muestran que la inhibicion de esta cdk no provoca ningun efecto significativo en la
distribucion de las distintas fases del ciclo celular. También realizamos un ensayo de
incorporacion de BrdU donde no se aprecia ninguna variacion significativa de las células con el
siRNA control frente a las que tienen inhibido cdk3. Los resultados nos permitian concluir que

cdk3 no es imprescindible en la progresion del ciclo celular de células Rb negativas.
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Como en el caso de cdk2, la ausencia de actividad de cdk3 en el ciclo de las células Rb
negativas no provoca ningun efecto en la proliferacion de estas células, por lo que ni cdk4-6, ni
cdk?2 ni cdk3 parecen ser indispensables para su ciclo. Gracias a estudios con ratones knockout
esto empieza a ser también evidente en células somaticas. Asi se habia empezado a pensar que
ninguna cdk era realmente necesaria para la proliferacion, dado su capacidad de unirse a
distintas ciclinas, lo que les permite ejercer funciones redundantes. Se sabe que cdk2 se puede
unir a ciclina B y ciclina D, mientras que Cdk3 se puede unir a ciclina E, ciclina A y ciclina C
(Harper et al., 1995; Ren y Rollins, 2004; Malumbres et al., 2004; Cai et al., 2006). Sin
embargo, un reciente estudio ha desmentido que la redundancia entre cdks sea total, ya que
después de eliminar cdk2, cdk3, cdk4 y cdk6 las células son capaces de proliferar gracias a la
presencia de cdkl, y en cambio la eliminacion de tan so6lo cdkl bloquea completamente la

proliferacion celular (Santamaria et al., 2007).

3.3.3 Estudio del efecto de la reduccion de cdkl en células con y sin p16.

Dado el papel fundamental que se le atribuye a cdkl en la regulacion del ciclo, quisimos
estudiar el posible papel de cdkl en nuestras células Rb negativas con y sin p16, para comprobar
si la actividad de cdkl era necesaria para su proliferacion. En mamiferos, segun el modelo
clasico, el complejo cdkl/ciclina B1 regula la transicion entre G2/M mediante la fosforilacion
de substratos responsables de la correcta reorganizacion estructural de la envuelta nuclear, del

huso mitdtico o del citoesqueleto de actina (Payton et al., 2006).

Para la inhibicioén de cdkl en nuestras células utilizamos un siRNA sintético contra la proteina
endégena, que introdujimos mediante electroporacion junto con un siRNA control. Las células
se recogieron 4 dias después (tiempo en el que se alcanza el mayor grado de inhibicién). Los
extractos fueron analizados mediante western blot y ensayo kinasa. Los resultados muestran un
alto grado de inhibicion de cdkl, tanto en células SaOS2 como en Si2. El ensayo kinasa
demostr6 que la inhibicion de cdkl ademds causaba una disminucion de su actividad. Es
importante resaltar esto, ya que niveles bajos de la proteina podian ser suficientes para mantener
una actividad normal, si el factor limitante de la actividad del complejo fuera la disponibilidad
de ciclina o alguna modificacion postraduccional del cdk. También comprobamos los niveles de

la proteina cdk2, para comprobar que el siRNA no afectaba a su expresion dado el alto grado de
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homologia que hay entre ellas. La expresion de cdk2 permanece inalterada, demostrandose asi

la especificad del siRNA contra cdk1 (figura38).
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Figura 38. Efecto del siRNA contra cdkl endégeno. Las células SaOS2 y Si2 fueron
electroporadas con 1,5ug de siRNA contra cdkl y proteina control, 4 dias después se
recogieron y posteriormente fueron analizadas mediante.A) Western blot de los extractos
proteicos de las células electroporadas con el siRNAcdkl. Analizamos los niveles de cdkl y
cdk2 mediante anticuerpos especificos o-cdkl o a-cdk2. Se utilizé el anticuerpo a-tubulina
como control de carga. B) Ensayo kinasa de cdkl. 50ug de extracto fue inmunoprecipitado
con anti-cdk1. Los complejos precipitados fueron incubados con histona H1 y (a-32p)ATP.

Una vez obtenida la disminucion de cdkl y de su actividad, pasamos a ver las posibles
consecuencias de esto sobre el ciclo de estas células. Para ello analizamos su perfil de
proliferacion mediante citometria de flujo, asi como la incorporacion de BrdU (figura 39). La
distribucion del ciclo tras la inhibicion de cdkl, sorprendentemente no mostraba grandes
diferencias respecto a las células con cdkl normal, tan solo un ligero aumento de la fase G2/M.
Esto parecia indicar que la actividad de cdk1 debia estar compensada, al no haber un aumento
notable en la fase G2/M. Los resultados sobre la sintesis de ADN mediante la incorporacion de
BrdU no mostraban ningun efecto significativo en comparacion con las células control. En
resumen, la inhibicion de cdkl no paraba a las células en G2/M ni provocaba disminucion de la
sintesis de DNA. Esto claramente es distinto a lo descrito en células de raton no transformadas,

donde cdkl es indispensable. Esto prueba que las células no transformadas y las células
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tumorales regulan su ciclo de forma distinta. En nuestro estudio de células tumorales Rb

negativas, al igual que en otros casos, la actividad de cdk1 parece no ser necesaria.
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Se conoce que cdkl no se une solamente a ciclina B o a ciclina A, sino también a ciclina E,
principal compafiero de cdk2 y por lo tanto, en teoria, tanto cdkl como cdk2 podrian
compensarse la una a la otra (Kaldis y Aleem, 2005). En el caso de cdk2 se ha descrito
recientemente su capacidad de unirse a ciclina B1 en ausencia de cdkl1 (Cai et al., 2006), lo que

explicaria como las células pueden pasar G2/M cuando cdkl no esta presente. Todo esto parece
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indicar una fuerte redundancia entre estas dos cdks, por lo que era posible que una doble
inhibicion fuera mas efectiva que la inhibicion de cada una por separado. Para comprobar si esto
era asi, decidimos inhibir tanto cdk1 como cdk2 y asi poder estudiar el efecto de la reduccion de

la actividad de estas cdks en nuestras células tumorales con y sin p16.
3.4 Estudio del efecto de la reduccion de cdkl y cdk2 en células con y sin p16.

Parece pues que tanto la inhibicion individual de cdkl como la de cdk2 pueden ser
compensadas. Sin embargo, existia la posibilidad de que la inhibicion de las dos mostrara un
fuerte efecto antiproliferativo. Para saber si esto era asi decidimos inhibir estas dos proteinas
utilizando los mismos siRNAs sintéticos de los anteriores estudios, mediante dos
electroporaciones independientes en dos dias consecutivos, primero con siRNA de cdkl y al dia
siguiente con el siRNA de cdk2. Cuatro dias después la primera electroporacion las células

fueron recogidas para su posterior analisis (figura 40).
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Figura 40. Doble inhibicion de cdkl y cdk2 en Sa0S2 y Si2. A) Esquema experimental de
la electroporacion con los dos siRNAS. B) Las células SaOS2 y Si2 fueron electroporadas
con 1,5ug de siRNA contra cdkl y cdk2, 4 dias después se recogieron los extractos proteicos
que posteriormente fueron analizadas mediante western blot. Analizamos los niveles de
cdkl y cdk2 mediante anticuerpos especificos a-cdkl de ratéon o a-cdk2 de conejo, se utilizo
el anticuerpo o-tubulina como control de carga. El Ensayo kinasa de cdkl y cdk2 se realizd
inmunoprecipitando 50ug de extracto con un anticuerpo especifico contra cdkl y cdk2, los
complejos precipitados fueron incubados con histona H1 y (a-32p)ATP.
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La reduccion de los niveles enddgenos de las proteinas cdk1 y cdk2 al igual que su actividad los
analizamos mediante western blot y ensayo kinasa. Como podemos ver en la figura la
electroporacion de los dos siRNAs no disminuy¢ la eficacia de la inhibicién, dado que los
niveles de las dos proteinas se hallan practicamente eliminados. Nuevamente nos aseguramos de
que la actividad de las dos cdks estuviera disminuida mediante un ensayo kinasa para

asegurarnos de que la inhibicion obtenida fuera funcionalmente significativa.

Comenzamos la caracterizacion del efecto de la doble ablacion de cdkl y cdk2 en SaOS2 y en
Si2, estudiando la citometria una vez pasados los 4 dias. Comparado con la reduccion de cdkl o
cdk2, la combinacidén de ambas cdks mostrd consecuencias evidentes en la distribucion del ciclo
de nuestras células. La inhibicion de las dos cdks provoco un fuerte aumento en las fases G2/M,
mucho mayor que la detectada en la reduccion de cdkl. También se aprecia una disminucion en
la fase S aunque menos aparente. Parece pues que la inhibicion de estas dos actividades es
importante para nuestras células. Para ver si la sintesis de DNA también estaba afectada,
analizamos a las células tras la inhibiciéon mediante incorporacion de BrdU. Significativamente,
la inhibicion de cdkl y cdk2 en comparacion con las inhibiciones individuales de las cdks,
provoca una disminucion significativa de la proliferacion en SaOS2, mientras que en la

poblacidn Si2 no se aprecia este efecto.

La inhibiciéon combinada de cdkl y cdk2 provoca efectos mucho mas evidentes que la
inhibicion por separado de las cdks. Por un lado la fuerte acumulacion en G2/M de las células
con y sin pl6, sugiere que ambas cdks contribuyen al control de G2/M en este tipo celular.
Ademas la disminucién en la sintesis de DNA detectada en la incorporacion de BrdU en SaOS2
sugiere que cdkl y cdk2 también son importantes para la transicion G1/S y/o para la progresion
de la fase S. En la poblacion Si2 la disminucion de la sintesis de DNA no es tan aparente. Esto

podria ser debido a que cdk4 actta en la transicion G1/S y podria estar supliendo la funcion de

cdkl y cdk2.

128



Resultados

50,00 -
40,001 Figura 41. Efecto en la
30,00 ~ proliferacion y el ciclo celular
@ 20,00 - tras la inhibicion de cdkl y
10,00 | cdk2. A) La sintesis de ADN en
las células con p16 se ve reducida

0,00 e e

SsiRNAVct - SIRNACdk1/Cdk2 | siRNAVct - SIRNACdk 1/ Cok2 tras la inhibicion de las dos cdks.
Saos2 si2 A) Anadlisis de las células
2 G 4155 3266 3826 3150 electroporadas,  recogidas y
s 3772 2004 3567 081 analizada}s por citometr’ia de flujo
oG2M 25,70 38,30 26,07 37,69 4 dias de.spues. B)
Inmunofluorescencia de la

incorporacion de Brdu. Las fotos

de la izquierda corresponden a la

tincion nuclear por DAPI, como

control utilizamos un siRNA

DAPI o-BrdU contra proteinas no relevantes. La

grafica es una representacion de

los experimentos realizados de la
incorporacion de Brdu.

Saos v Oh-

Incorporacion Relat.Brdu
Saos
15
sicdklicdkZ
u sRNAG
B siRNAK1+2
52 =i Ct-
Saos S-2
22
sicdklicdk?

La reduccion de cdkl y cdk2 en SaOS2 no provoca una parada completa de la sintesis de DNA.
Esto puede indicar que otra cdk puede desempeiiar la funcion de cdk2 en el paso de G1/S en
ausencia de cdk4. Por esto nos planteamos que quizés la actividad de cdk3 fuera suficiente para
que cierto porcentaje de células fuera capaz de entrar en fase S en ausencia de las actividades de

cdkl y cdk2, dado su capacidad de formar complejo con ciclina E y ciclina A.
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Hasta el momento los resultados obtenidos en nuestras células muestran que su regulacion no se
corresponde con el modelo clasico de regulacion del ciclo, que asigna a las cdks papeles
indispensables en etapas determinadas del ciclo. Hemos visto que parece existir una gran
redundancia entre las principales cdks dado que es necesaria una combinacion en la inhibicién
de distintas cdks para afectar a la proliferacion celular en nuestras células. Asi el efecto
observado con el inhibidor de cdks, la roscovitina no parece deberse a la inhibicion de una
determinada cdk, sino mas bien al conjunto de la inhibicion de varios cdks. Est4 descrito que
este inhibidor quimico inhibe principalmente a cdkl, cdk2 y cdk3, al menos a las
concentraciones a las que en nuestras células provocaba parada en G1 y G2/M (50 uM). La
necesidad de inhibir varios cdks para afectar a la proliferacion de estas células es consistente
también con nuestra observacion de que la mayor disminucién a nivel transcripcional
dependiente de E2F se producia en SaOS2 y Si2 cuando cotrasfectabamos los tres dominantes
negativos de cdks junto con el promotor 3XE2F. Intentamos pues inhibir el otro posible cdk de
G1, cdk3 y observar los efectos de la inhibicion de cdk1, cdk2 y cdk3 sobre el ciclo de SaOS2 y
Si2.

4. Efecto de la combinacion de la inhibicion de cdkl, c¢dk2 y cdk3 sobre el

ciclo en células con y sin p16.

Para comprobar como podia afectar a la regulacion de nuestras células el efecto de la
combinacién de la inhibicion de cdkl, 2 y 3, decidimos realizar dicha inhibicion utilizando en
primer lugar los siRNA que ya habian sido utilizados para estas proteinas.

4.1 Efecto de la inhibicion de cdkl, cdk2 y cdk3 mediante la utilizacion de siRNA.

Para poder inhibir a las cdks utilizando los siRNAs utilizados hasta el momento, recurrimos al

protocolo experimental que se detalla en la figura 42.
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Figura 42. Inhibicion de cdk1, cdk2, cdk3 tras ser electroporadas con los tres siRNA. A)
Esquema experimental de la electroporacion con los siRNAS. B) Western blot de las células
Sa0S2 y Si2 electroporadas con 1,5ug de siRNA contra cdkl, cdk2 y cdk3 y recogidas 5
dias después. Analizamos los niveles de cdkl, cdk2 y cdk3 mediante anticuerpos especificos
a-cdkl de raton , a-cdk2 de conejo y a-cdk3 de conejo, se utilizo el anticuerpo a-tubulina
como control de carga.

La deteccion de la inhibicion de las proteinas la realizamos por western blot. Observamos una
reduccion clara en los niveles de las proteinas, auque hay que destacar una eficacia menor que
en casos anteriores.

Una vez comprobada la inhibicién analizamos la distribucion del ciclo de la célula por
citometria de flujo. Sorprendentemente y pese a lo esperado, las células se comportaban de
forma muy similar a cuando se les eliminaba solo cdk1 y 2. Las células se acumulaban en G2/M

mientras en la fase G1 no se apreciaba ningun aumento.
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El estudio de la sintesis de DNA después de la inhibicion de las tres cdks, lo realizamos
mediante incorporacion de BrdU. El analisis de los datos reveld que si bien habia una aparente
disminucion de la en la sintesis, las células no estaban paradas completamente. Hay que destacar

que nuevamente en el caso de la poblacion Si2, esta disminucion no era tan marcada.
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Los resultados analizados muestran efectos muy parecidos a los observados con la inhibicion de
cdkl y cdk2. Quizad haya que resaltar una mayor inhibicion en la sintesis de DNA pero en

ningun caso el cese completo de la misma.

La explicacion de la falta de efecto podia deberse a que en este caso, las electroporaciones
sucesivas no habian sido tan efectivas y las actividades residuales de las proteinas fueran
suficientes para continuar con la proliferacion y el ciclo celular. En funcion del los resultados
obtenidos decidimos modificar el planteamiento inicial y inhibir a las proteinas mediante la

transfeccion con el inhibidor de cdks p27.

4.2 Efecto de la sobreexpresion de p27 en células con y sin p16.

Hasta la fecha se sabe que la sobreexpresion de p27 provoca la inhibicion de la proliferacion de
un gran nimero de células. Hasta hace poco dicha inhibicién era explicada principalmente por
su capacidad para unirse e inhibir la actividad de cdk2. Hoy en dia se ha comprobado que p27
no solo regula a cdk2, sino que es capaz de unirse e inhibir a cdkl (Kaldis y Aleem, 2005) y a
cdk3 (Braun et al., 1998). Dada su capacidad para inhibir a las tres cdks, decidimos
sobreexpresar esta proteina en las células Rb negativas y comprobar los efectos de esta

sobreexpresion.

Para obtener altos niveles de la proteina dentro de las células, transfectamos mediante
electroporacion un plasmido que expresaba p27. Los niveles de la proteina sobreexpresada se
comprobaron mediante western blot. Parecia que los niveles de transfeccion eran menores en
Si2, esto podia causar un distinto grado de inhibicion de las cdks en los dos tipos celulares. Para
comprobar si la sobreexpresion de esta proteina era suficiente para provocar una inhibicion de
las cdks similar en las dos células, decidimos realizar un ensayo kinasa de cdk2. Como podemos
ver en la figura 44 los niveles de inhibicion son similares. Asi pues, consideramos que las

posibles consecuencias de dicha transfeccion podian ser comparadas.
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Figura 44. Transfeccion del inhibidor de cdk p27. Las células SaOS2 y Si2 fueron
electroporadas con 5ug de pCDNA3p27 y como control pCDNA3@, 48 horas después se
recogieron y posteriormente fueron analizadas mediante western blot y ensayo kinasa.
Analizamos los niveles de p27 electroporado mediante la utilizacion de un anticuerpo
especifico contra p27 y como control de carga se utiliz6 a-tubulina. Para el ensayo kinasa de
cdk2 se inmunoprecipité 50ug de extracto con anti-cdk2, los complejos precipitados fueron

IP:cdk2

Saos-2

Si2

incubados con histona H1 y (a-32p)ATP.

Para ver como afectaba la expresion de p27 a la progresion del ciclo en células con y sin pl6,
como en casos anteriores procedimos a analizar la distribucion del ciclo celular por citometria
de flujo. Nos encontramos que la distribucion del ciclo de ambas células era similar al ciclo
analizado en las cé€lulas control. Por esto fue necesario cuantificar la sintesis de DNA para
determinar si p27 causaba algin efecto en estas células. Este estudio lo realizamos mediante
incorporacion de BrdU. Nuevamente las SaOS2 mostraban una disminucion significativa en la
incorporacion de BrdU, pero no completa. Esta disminucion era similar a la hallada en la
inhibiciéon mediante siRNA de cdkl y cdk2, o la obtenida cuando inhibiamos las tres cdks. En

cuanto a las Si2 la disminucién de la proliferacion de nuevo no era tan aparente con respecto a

las SaOS2.
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Figura45. El efecto en la proliferaciéon del ciclo celular tras la transfeccion de p27. A)
Analisis de las células electroporadas que fueron recogidas en el tiempo indicado y
analizadas por citometria de flujo B) Las células SaOS2 y Si2 fueron electroporadas con 2ug
pCDNA3 p27 o con el plasmido vacio, tras esperar 48 horas se les realizo la
inmunofluorescencia de la incorporacion de Brdu (verde). Las fotos de la izquierda
corresponden a la tincion nuclear por DAPI, como control utilizamos el plasmido vacio. La
grafica es una representacion de la incorporacion de Brdu representativa de los experimentos
realizados.

La transfeccion de p27 en los dos tipos celulares hace disminuir la sintesis de DNA de forma
mas efectiva en SaOS2 que en Si2. Esto podria ser explicado dado que las SaOS2 al no
presentan actividad cdk4 por lo tanto serian mas susceptibles a la inhibicion por p27, todo lo
contrario a lo que ocurria con las Si2 donde la actividad de cdk4 podria evitar la parada
provocada por el inhibidor, dado que el complejo ciclina D3/cdk4 no es susceptible de ser
inhibido por p27. Esto es consistente con otros datos obtenidos en este trabajo, donde las
poblaciones sin p16 han mostrado mayor resistencia a disminuir su proliferacién en condiciones
inhibitorias de cdks como tras tratamiento con un inhibidor quimico, por baja concentracién de
estimulos mitogénicos en el medio, o por inhibicion directa de los cdks mediante siRNAs. Esto

si bien podria ser responsable de la actividad de cdk4, también podria ser causado por alguna
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accion de pl6 independiente de esta cdk. Por esto, seria importante establecer el papel de la

actividad de cdk4-6 en la resistencia a la inhibicion de estas cdks.

Por otro lado hemos visto que si bien las células Rb negativas disminuyen su proliferacion tras
la sobreexpresion de p27, y de forma similar tras la inhibicién conjunta de cdkl, cdk2 y cdk3
mediante siRNA, siguen proliferando. Esto implica que en células Rb negativas la ausencia de
las actividades de estas cdks si bien provoca un efecto significativo no es suficiente para parar el
ciclo. Esto que podria implicar la existencia de otros mecanismos que podrian sustituir las
funciones de los cdks de G1/S en estas células. El estudio de esto es importante para el
desarrollo de futuras terapias antitumorales, dado que estas células parecen comportarse de
forma distintas a las células no transformadas, donde por ejemplo cdkl ha demostrado ser
indispensable, lo contrario que sucede en nuestras células. Asi la combinacion con estudios
bioquimicos con siRNAs y estudios genéticos de las cdks usando como modelos ratones
knockout o lineas tumorales, podra ayudar a buscar diferencias significativas asi como el papel
real que desempefian las cdks en el desarrollo tumoral y en la biologia de las células no
transformadas, para validar posibles blancos que ayuden a desarrollar inhibidores quimicos mas

efectivos contra distintos tumores.
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Discusion

1. Alteraciones del ciclo celular en cancer.

El estudio del ciclo celular ha aportado grandes descubrimientos sobre la biologia de la célula
cancerosa, y en concreto sobre los mecanismos que la diferencian de una célula normal. El
esquema basico del ciclo celular se divide en cuatro fases: G1/S/G2/M. A grandes rasgos
durante las fases S y M las células realizan dos eventos sin los cuales no podria llegar a término
el ciclo celular: sintesis de una copia de su material genético (fase S) y dividir todos los
componentes celulares entre dos células hijas (fase M). G1 y G2 representan los periodos de
unién entre estas dos fases, durante las cuales las células se preparan para completar la fase S 'y
M respectivamente. Cuando la proliferacion celular cesa debido a sefiales especificas
antimitogénicas o por la ausencia de sefiales mitogénicas las células salen del ciclo y entran en

un estadio de no division denominado quiescencia (GO).

Uno de los procesos que a menudo esta desregulado en el cancer es el ciclo celular. Durante el
proceso de oncogénesis se dan una serie de pasos en las que la futura célula cancerosa va
encontrando barreras antioncogénicas y desarrollando formas de proliferar a pesar de ellas.
Muchas de las alteraciones de este proceso oncogénico tienen lugar en los elementos que

regulan la transicion entre las fases G1/8S.

La progresion entre G1/S esta regulada de forma positiva por ciclinas/cdks y de forma negativa
por los inhibidores de kinasas y por la familia de Rb. El gen Rb1 es un gen supresor de tumores,
que fue descrito por primera vez en un tumor maligno de retina denominado retinoblastoma. El
estudio de este tumor data de hace mas de 50 afios. Por aquel entonces se descubrid que este
tumor podia afectar a nifios de forma esporadica, pero que también podia hacerlo de forma
hereditaria (Falls y Neel, 1951). Posteriormente se hipotetizd que el retinoblastoma era el
resultado de la mutacion de los dos alelos del gen Rbl1, dandose el primer paso para llegar al
concepto de Rb como supresor tumoral (Knudson, 1971). Esta idea se afianz6 cuando se clono
en gen Rb (Cavenee et al., 1983) y se identifico la mutacion bialélica que tenia lugar en este
gen, demostrandose que era la responsable de la formacion del retinoblastoma (Dunn et al.,

1988). Todo esto abrid un nuevo capitulo en la biologia del cancer dado el nuevo concepto
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surgido, y que tenia como base la idea de una nueva funcién de ciertos genes como supresor de

tumores.

Derivado de todo esto, surgieron estudios donde se analizaron una gran variedad de tumores.
Aqui descubrieron que Rb no sélo estaba mutado en Retinoblastoma sino que un alto porcentaje
de estos tumores presentaban esta mutacion (Harbour et al., 1988; Lee et al., 1988; Horowitz et
al., 1989). Posteriores analisis, demostraron que existian otros genes dentro de la via pRB que
también estaban alterados (Sherr, 1996). Estas alteraciones comprendian mutaciones
inactivantes de p16 o pRB, sobreexpresion o amplificacion de ciclina D o mutaciones puntuales
en cdk4 que hacen a la célula menos sensible a la inhibicion mediada por p16 (He et al., 1994;
Otterson et al., 1994; Shapiro et al., 1995). Todas ellas tenian como finalidad la anulacion del
punto de restriccion de G1, lo que daba lugar a una proliferacion aberrante que terminaba con

carcinogénesis y progresion tumoral.

Estudios de la misma época encontraron una relacion entre p16 y pRB. Estas proteinas parecen
tener una correlacion inversa en cancer, ya que en la mayoria de las células tumorales que
mantienen la expresion de pRB, raramente expresan pl6 y a la inversa, tumores Rb negativos
raramente expresan pl6, siendo esta correlacion estadisticamente significativa (p<0,0006)
(Okamoto et al., 1994). La explicacion mas sencilla de esto parte de la idea que tanto p16 como
pRB son dos proteinas que participan en el mecanismo de senescencia, estado al que recurren
las células cuando estan sometidas a un gran estrés oncogénico. Esto provoca un aumento en los
niveles de pl6 y pérdida de actividad de los complejos ciclina D/cdk4, que trae como
consecuencia una no fosforilacion de pRB que finalmente provoca una parada de las células
(Malumbres y Carnero, 2003). Si Rb esta mutado, a pesar de los altos niveles de p16, no permite
que la célula pueda entrar en senescencia, aumentando la posibilidad de transformacion
neoplésica. Esta explicacion tiene como base la idea lineal donde p16/pRB forman parte de una
unica via, asi los niveles elevados de p16 se entienden como un mecanismo fallido de la célula

para entrar en senescencia, tras el estrés oncogénico que supone la pérdida de Rb.

Pese a esto, hoy se conoce que pRB no es la unica proteina sobre la que puede actuar pl6 a

través del complejo ciclina D/cdk4. Este complejo también fosforila a otros dos miembros de la
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familia Rb, p107 y Rb2/p130 (Beijersbergen et al., 1995; Bruce et al., 2000) que al igual que
pRB, son capaces de ejercer acciones antiproliferativas a través de su unioén al factor de
transcripcion E2F (Hurford et al., 1997; Mulligan y Jacks, 1998). La sobreexpresion de
cualquiera de los tres miembros de la familia Rb, al igual que ocurre con la sobreexpresion de
pl6, provoca parada en Gl en la mayoria de las células (Dyson, 1998). Pero para que pl6
provoque dicha parada necesita no solo la presencia de pRB, sino que tanto p107 como p130
estén también presentes (Bruce et al., 2000), lo que pone en entredicho la idea lineal que se creia

existente entre pRB y p16.

2. Inhibicién de p16 en células Rb negativas

Esta tesis doctoral supone la continuacién del trabajo publicado por nuestro grupo de
investigacion (Gonzalez et al., 2003) en el que, como ya hemos comentado, se estudio el efecto
de la sobreexpresion de p16 en fibroblastos de raton Rb -/- (D3T3 Rb -/-). Aqui se demostrd que
la sobreexpresion de p16 en estas células, no tenia consecuencia alguna en células proliferantes.
Pero si se serodeprivaban, mostraban un retraso de 3 horas en la entrada a fase S. Esta diferencia
se debia a la acumulacion de p27 durante la serodeprivacion, que inhibia la actividad de cdk2 y

esto era lo que provocaba dicho retraso.

En este trabajo de investigacion nos hemos centrado en el estudio de la regulacion de las
células tumorales Rb -/- humanas y en las posibles consecuencias que la pérdida de p16 pudiera
causar en estas células. El modelo celular elegido para abordar dicho estudio fue la linea celular
SaOS2 (osteosarcoma), que presenta la caracteristica de ser Rb negativas pl16 positivas. La
inhibicion de p16 se realiz6 mediante la utilizacién de 2 shRNAs especificos contra esa proteina
que fueron transducidos de forma estable mediante infeccion retroviral. Como resultado
obtuvimos dos poblaciones denominadas Sil y Si2 que presentaban una inhibicion de pl6
mayor del 90%. Es importante resaltar la falta de diferencias en p14**" en las poblaciones
transducidas con los shRNAs contra p16, con respecto a su poblacion parental. El locus INK4a
da lugar a p16 y p14**" mediante splicing alternativo (Quelle et al 1995). El shRNA contra p16
lo disehamos contra el exon la de este locus, que es especifico de p16. La inhibicion mediante

este ShRNA no parece afectar a p14, lo que confirma la especificidad de la inhibicién de p16.
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Las células tumorales Rb negativas no pueden formar los complejos ciclina D/cdk4 debido a los
altos niveles de p16 existentes en estas células. En este trabajo hemos visto que la inhibicion de
pl6 que hemos conseguimos es bioquimicamente relevante dado que permite el ensamblaje del
complejo ciclina D3/cdk4. Es mas, tanto en las células Saos como en la poblacion control Luci
(derivada de Saos pero que contiene un shRNA contra luciferasa) que siguen presentando
elevados niveles de pl6, cdk4 se encuentra formando complejos con esta proteina, lo que
demuestra que esta proteina es la responsable de la inhibicion de la actividad kinasa de cdk4 en
células Rb negativas. El nuevo complejo formado tras la inhibicién de p16 es activo, esto lo
hemos comprobado mediante un ensayo kinasa contra el mismo, en el que ademas hemos visto
que esta actividad es comparable a la existente a la linea celular U20s que son pl6 negativas.
En un estudio pormenorizado de las proteinas mas importantes del ciclo celular, es patente el
aumento en los niveles de ciclina D3 lo que probablemente guarda relacion con la formacion del
complejo con cdk4, dado que de esta forma puede verse aumentada su vida media. Todo esto

apoya la idea que la inhibicién de p16 alcanzada en este trabajo es bioquimicamente relevante.

Como ya hemos descrito en la introduccion, se sabe que el complejo ciclina D/cdk4 regula
mediante fosforilacion a las proteinas de la familia Rb. Siguiendo con el estudio bioquimico de
las poblaciones sin pl6 y viendo que habiamos conseguido restaurar la actividad de cdk4,
analizamos a los otros dos miembros de la familia Rb: p130 y p107 presentes en estas células, y
que al igual que pRB, regulan la actividad transcripcional de la familia E2F mediante unién
directa a esta proteina. La fosforilacion de pRB/p130/p107 por cdks, trae como resultado la
inactivacion de estas proteinas y la liberacion de E2F, regulandose asi la transcripcion de
numerosos genes (Muller et al., 2001). El analisis de p130 mediante western blot, mostr6 que
tanto Sil como Si2 presentan un aumento de la fosforilacion de p130 de la forma 2b a la forma

3, existente en la linea tumoral humana U20S.

La fosforilacion de p130 podia deberse o bien a la actividad kinasa de cdk4 conseguida, o bien a
un aumento en la actividad de cdk2. Sin embargo, en nuestro sistema la formacion de los
complejos con cdk4 tras la inhibicion de p16, no producia ningiin aumento significativo de la
actividad kinasa de cdk2, por lo que concluimos que esta actividad no era la culpable del

aumento de la fosforilacién de p130. Por el contrario en p107 que es inactivada principalmente
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por la actividad cdk4 (Beijersbergen et al., 1995; Farkas et al., 2002), no se observaron
diferencias de fosforilacion entre las células SaOS2 y sus poblaciones sin p16. Aunque también
es cierto que existen sitios de fosforilacion en p107 dependiente de cdk4 que no conllevan un

cambio de movilidad en el gel.

3. Los niveles de p16 no afectan a la proliferacion normal de las células

tumorales Rb negativas.

La inhibicion de p16 no altera la distribucion de las células en las fases del ciclo. Las células Rb
negativas con y sin p16, presentaban en células proliferantes una tasa de crecimiento y un perfil
de ciclo muy similar. Esto es consistente con el trabajo publicado por nuestro grupo de
investigacion, en el que la sobreexpresion de pl6 en MEFS Rb -/- no tenia ningun efecto en
células proliferantes, pero si cuando se sincronizaban en GO mediante serodeprivacion
(Gonzalez et al., 2003). Es evidente que existen grandes diferencias entre las células que estan
proliferando y aquellas que tienen que progresar desde GO, donde los elementos que regulan el
ciclo son mas restrictivos. Nuestros resultados, tras serodeprivar a las células con y sin pl6,
mostraron que las poblaciones Sil y Si2 al igual que las parentales podian entrar en GO, y no

mostraban ninguna diferencia cuando eran reestimuladas a entrar en el ciclo.

Como ya hemos dicho, la actividad cdk4 junto con la actividad cdk2 fosforilan e inactivan a las
proteinas de la familia Rb, permitiendo la liberacion del factor de transcripcion E2F. En células
Rb-/p16+, las mutaciones en p130 son extremadamente raras (Helin et al., 1997) y en p107 no
han sido reportadas hasta el momento. Esto supone que en la mayoria de los tumores Rb
negativos tanto p107 como p130 estan presentes. Hoy en dia se sabe poco de la modulacion de
estas proteinas dentro del ciclo de estas células tumorales. En nuestro caso la inhibicion de p16
habia mostrado efectos relevantes en la bioquimica de nuestras células, como un aumento en la
fosforilacion de p130 y la formacion del complejo activo ciclina D/cdk4. Era posible que la
actividad de cdk4 pudiera estar ejerciendo algun efecto sobre la regulacion de p107/p130, y esto
se reflejara en alguna variacion en los niveles de los genes dependientes de E2F. De hecho, hoy
en dia se conocen los genes que son regulados directamente por p107/p130 como es el caso de

B-Myb, Cdc6, ciclina A2 y DHFR (Black et al 2003). Para ver si habia alguna variacion en sus
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niveles del mRNA, analizamos estos genes mediante PCR a tiempo real. Nuestros resultados no
mostraron diferencias significativas entre las células sin p16 y las células parentales. Ademas, la
actividad transcripcional dependiente de E2F tampoco se ve alterada por la falta de p16. Esto lo
corroboramos midiendo la actividad transcripcional del promotor DHFR de respuesta a E2F
unido al gen reporter luciferasa. Los niveles de estimulacion del promotor eran similares en los
dos casos. Todo esto indicaba que, de alguna manera, las células Rb negativas son capaces de
estimular E2F, pese a no tener actividad cdk4-6 y que ademas proliferan con normalidad pese a

presentar altos niveles de p16.

4. La inactivacion de p107 y p130 es independiente de la actividad cdk4 en

células Rb negativas.

Los genes de respuesta a E2F, regulados por pl07/p130 son importantes para la progresion
G1/S. Nuestros resultados mostraban que se estaban transcribiendo, lo que sugeria cierta
modulacion de las proteinas de la familia Rb no dependiente de la actividad kinasa de cdk4.
Realizamos inmunoprecipitacion de cromatina analizando los mismos genes de respuesta a E2F
anteriores. Esto nos mostrd que en células sincronizadas, tanto p107 como p130 permanecian

unidas a los promotores de respuesta a E2F, pero durante la fase S eran capaces de liberase

La fosforilacion de p130 y p107 es importante para la progresion del ciclo celular. La mutacion
de sus sitios de fosforilacion provoca parada del ciclo en aquellas células tumorales
transfectadas que no mostraban parada cuando se sobreexpresaba la forma salvaje de estas dos
proteinas (Hansen et al 2001). En los ultimos diez afios se ha intentado contestar a la pregunta
de como se modulan estas proteinas dentro de las células Rb negativas, llegando incluso a
suponer que permanecian unidas a sus respectivos E2F de forma independiente al ciclo, al
carecer las células de actividad cdk4-6. Por otra parte, la actividad de ciclina E/cdk2 causa
fosforilacion de p130 hasta la forma 2b, siendo esta fosforilacion suficiente para separar el
complejo p130/E2F4, incluso en ausencia de actividad kinasa asociada a ciclina D (Calbo et al.,
2002). De los resultados que hemos obtenido se desprende que en las células Rb negativas tanto
p107 como p130 se pueden inactivar sin la presencia de actividad kinasa cdk4-6. Siguiendo con

esta linea y como venia pasando hasta el momento, las células Rb negativas sin pl6 no
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mostraban ninguna mejora sobre la capacidad de inactivar a p107/p130 y por lo tanto de liberar
a E2F, al menos bajo estas condiciones. Parecia que los altos niveles de pl16 eran irrelevantes
para la regulacion de p107/p130 en células Rb negativas, lo que implicaba una regulacion del

ciclo distinta que en células no transformadas.

Otras células en las que p107 y p130 parecen inactivarse sin la presencia de la actividad kinasa
de cdk4-6 son los fibroblastos embrionarios derivados del raton knockout de ciclina D (MEFs
D1-/-, D2-/-, D3-/-). Estos al ser llevados a quiescencia mediante serodeprivacion, podian
reentrar en fase S y ademds presentaban fosforilacion de pRB al igual que en p107, aunque
disminuida. Cuando no estaban sincronizadas, esta disminucidn no era tan apreciable por lo que
los autores concluian que otros complejos (posiblemente los formados por ciclina E-A/cdk2)
podian estar fosforilando los sitios especificos de ciclina D en pl107 y p130. Esta fosforilacion
seria suficiente para inactivar a estas proteinas y liberar a E2F (Kozar et al., 2004; Cobrinik,
2005). Ademas, estudios anteriores habian encontrado evidencias sobre la capacidad de ciclina
E-A/cdk2 de unirse directamente a p107 durante la transicion G1/S. Es habitual que el complejo

ciclina E/cdk2 se una directamente a sus substratos.

La regulacion de p107 y p130 en células Rb negativas con altos niveles de p16 podia deberse o
bien a la actividad de complejos formados por una ciclina y una determinada cdk, o bien a la
actividad de otras kinasas. Hay un alto grado de homologia entre cdks y otras proteinas kinasas
de las cuales solo una minoria han sido suficientemente estudiadas (Caenepeel et al., 2004). Se
sabe que pRB puede ser fosforilada por otras kinasas que no son cdks. Asi, mientras los
mitégenos inducen fosforilacion de pRB y la liberacién de E2F en horas, ya que dependen de la
induccion de ciclina D o ciclina E, en otros mecanismos esto sucede en minutos. Un ejemplo
son tratamientos en células del musculo liso con angiotensina II y serotonina, que dan como
resultado la fosforilacion de pRB en serina 795 dependiente de ERK y cdk4, lo que provoca la
disociacion de E2F a los 10 minutos (Garnovskaya et al., 2004). También la estimulacién de Fas
provoca la fosforilacion de pRB y liberacion de E2F a los 30 minutos. Aqui pRB parece ser
fosforilada por p38MAPK en residuos distintos a los dependientes por cdks (Wong et al., 1999;
Nath et al., 2003). A pesar de la falta de efecto de la inhibicion de p16 sobre la proliferacion de

células Rb negativas en condiciones de concentraciones altas de suero, la situacion es
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completamente distinta si las concentraciones de suero son limitadas. En nuestras manos, los
niveles de p16 condicionan la proliferacion de células Rb negativas en condiciones restrictivas
de suero donde las células con altos niveles de pl16 proliferan menos que las poblaciones sin
pl6. Esto podia sugerir que las células Rb negativas podian ser sensibles a la inhibicion de la
actividad kinasa asociada a los complejos ciclina/cdk, lo que podia sugerir una posible

regulacion del ciclo dependiente de cdks.

5. Sensibilidad a la inhibicién de las cdks en las células Rb negativas.

Utilizamos un inhibidor quimico de cdks de amplio espectro, la roscovitina, para verificar que la
regulacion del ciclo de estas células dependia de las cdks. La roscovitina es un inhibidor de cdks
de la clase de las purinas, que compite con el ATP en su union con las cdks, inhibiendo asi su
actividad kinasa. Su eficacia ha sido demostrada contra cdk1, cdk2, cdk3 y cdk5 (De Aceredo et
al., 1997; Roy y Sausville, 2001; Keezer y Gilbert, 2002; Raynaud et al., 2005). Nosotros
tratamos a las células con una concentracion de 50uM de roscovitina, los resultados mostraron
que no habia incorporacion de BrdU ni en SaOS2 ni en la poblacion sin p16. Todo esto indica

claramente que las células Rb negativas con y sin p16 son sensibles a la inhibicion de cdks.

Por otra parte, los datos obtenidos del andlisis por citometria de flujo de las células recogidas en
fase S, en presencia o no de roscovitina, mostraron que las Si2 tratadas con el inhibidor eran
capaces de progresar a través de fase S, mientras que las SaOS2 presentaban parada o retraso en
G1. Estos resultados volvian a demostrar una menor sensibilidad de las células sin pl6 a la
inhibicion de las cdks. Por otro lado la inhibicion de las cdks por la roscovitina era suficiente
para impedir la separacion de p107/p130 de los promotores dependientes de E2F en células Rb
negativas, independientemente de los niveles de pl16. No hemos logrado determinar el evento
bioquimico exacto que afecta a células con pl6 alto pero no en células con pl16 bajo. En un
reciente articulo, se habla sobre una nueva funcion de p16 en la regulacion de la replicacion del
DNA. Segun este modelo, pl6 actuaria en G1 previniendo la formacion del complejo de Pre-
replicacion antes de tiempo, mediante la inhibicion de cdk. En este modelo pRB también actia
como regulador negativo de la replicacion pero a otro nivel que p16, al actuar mas tarde en G1.

Pese a tener dos funciones independientes, p16 no es efectivo si no estd pRB presente (Braden
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et al., 2006). En nuestro caso la inhibicion de p16 en células Rb negativas puede que tenga algiin
efecto a nivel de la replicacion del DNA, al faltar dos piezas de la regulacion negativa a este
nivel. Ademas la actividad cdk4 puede permitir cierta ventaja en la replicacion del DNA y eso
puede explicar la capacidad de Si2 para entrar en fase S en presencia de roscovitina, sin que esto

suponga un cambio a nivel de p107/p130.

6. Papel de cdkl, cdk2 y cdk3 en la regulacion del ciclo de células tumorales

Rb negativas

En un intento de entender los mecanismos que regulan el ciclo de las células Rb negativas, y
después de haber demostrado que eran sensibles a la pérdida de actividad kinasa asociada a

cdks, pasamos a estudiar la importancia de las principales cdks en el ciclo de estas células.

Sorprendentemente nuestros resultados demostraron que ninguna cdk individual era esencial
para la progresion del ciclo de células Rb negativas que no contienen complejos cdk4 activos.
En un primer momento en base al articulo de Cheng et al., 2000 supusimos que el papel de cdk2
podia ser indispensable para las células Rb negativas. Si esto fuera asi, los inhibidores contra
esta proteina serian mas eficaces en el tratamiento de este tipo de tumores. La inhibicion de
cdk2 mediante un dominante negativo y con un siRNA no mostr6 ningun efecto ni sobre la
progresion del ciclo de las células Rb negativas ni sobre la regulacion de los promotores
dependientes de E2F por parte de pl07 y p130. Estas proteinas podian liberarse de estos
promotores en la fase S pese a carecer de la actividad de cdk2 y cdk4. Estos resultado son
contrarios a los descritos por Cheng et al, donde se describio el papel de cdk2 como
indispensable en el mismo tipo celular al utilizado en nuestro trabajo. En este articulo
demuestran que p130 puede liberarse de E2F de forma dependiente de cdk?2, asi la inhibicion de
cdk2 por un dominante negativo impide esta liberacion. En este articulo también muestran la
incapacidad de estas células para inactivar a p107 y liberarlo de E2F, mientras que nuestros

datos revelan lo contrario.

Hasta hace unos afos, cdk2 se consideraba indispensable para la progresion del ciclo celular.

Esto parecia firmemente apoyado en estudios que demostraban que, en la mayoria de los casos,
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la eliminacion de la actividad de esta proteina provocaba parada en G1. La eliminacion de la
actividad de cdk2, se habia realizado mediante la expresion de dominantes negativos de cdk2
(Heuvel y Harlow, 1993; Hofmann y livingston, 1996), microinyeccion de anticuerpos contra
ciclina E o cdk2, inhibidores quimicos contra cdk2 o la sobreexpresion de p21 6 p27 (Polyak et
al., 1994; Sherr y Roberts, 1999). En los ultimos afios varios trabajos vienen demostrando lo
contrario, asi se ha descrito que la inhibicion de cdk2 mediante siRNA no afecta a la mayoria de
las células de mamifero, incluso se ha descrito la inhibicion mediante un siRNA contra cdk2
células Rb negativas con altos niveles de pl6, sin que se observara ningun efecto en la
proliferacion de estas células (Tetsu y McCormick, 2003). Esta idea ha sido apoyada con la
creacion del el knockout (k.o) contra cdk2, dado que este animal result6 ser viable (Berthet et
al., 2003; Ortega et al., 2003). Todos estos trabajos al igual que nuestros resultados apoyan la
idea de que cdk2 no es indispensable ni para células tumorales Rb negativas ni para las células
no tumorales. Esto no es asi en todos los casos ya que en melanoma cdk2 es imprescindible, y
su inhibicion en estas células tumorales tiene como consecuencia la parada de la proliferacion
(Du et al., 2004). Esto pone de manifiesto que es importante no solo del perfil genético de las
células tumorales, sino el origen celular o el tejido donde se ha desarrollado el tumor para la

seleccion de los tratamientos mas efectivos.

Cdk3 es otro miembro de la familia de cdk. Al igual que cdk2 y cdk4 se pensaba que esta
proteina era otra kinasa imprescindible para el ciclo de las células de mamifero. Esto estaba
basado en estudios con dominantes negativos donde la inhibicion de esta proteina paraba a las
células en la fase G1 del ciclo. Se ha demostrado que in vitro cdk3 puede formar complejos con
ciclina A y ciclina E, y que ademas estos complejos pueden ser activos y fosforilar a pRB
(Harper et al., 1995). En base a esto, era posible que cdk2 y cdk3 presentaran cierto grado de
redundancia, es decir que cdk3 podia ser la responsable de sustituir a cdk2 en nuestras células.
Hasta hace poco la ciclina asociada a c¢dk3 in vivo era desconocida. En un reciente estudio se
demostré que cdk3 se une a ciclina C para que las células puedan salir de GO eficientemente
mediante fosforilacion de pRB (Ren y Rollins, 2004). Esto puede ser un ejemplo del alto grado
de redundancia existente entre cdks, dado que ciclina C forma complejo con cdk8 (Tassan et al.,
1995). Nuestros resultados han demostrado que la inhibicion de cdk3 y su actividad kinasa

mediante un siRNA no tenia repercusiones significativas en el ciclo de nuestras células. Los

148



Discusion

datos obtenidos con la incorporacion de BrdU al igual que las células analizadas por citometria
no mostraron ningin defecto ni alteracion significativa. Al igual que cdk2, el papel de cdk3 en
el desarrollo embrionario murino es irrelevante. Esto puede verse reflejado en los modelos
murinos donde la mayoria de los ratones de laboratorio presentan mutado cdk3 de forma
espontanea (Ye et al., 2001) sin causar ninguna alteracion conocida, por lo que la actividad de

cdk3 in vivo parece que también puede ser compensada.

La inhibicién de cdk1l mediante un siRNA, resulta en una reduccion eficaz de los niveles de la
proteina al igual que su actividad kinasa. Los resultados obtenidos en la incorporacion de BrdU
no mostraron ninguna disminucion respecto al control, lo cual demuestra que la actividad de
cdk1 no es limitante en la entrada y progresion en fase S de células Rb negativas. Los datos del
analisis por citometria de flujo mostraron un ligero aumento en G2/M. Esto nos permitio
concluir que la inhibicion de cdk1 no parecia tener un gran efecto sobre la progresion del ciclo
de las células Rb negativas. En cuanto a cdkl en tumores, se estan desarrollando inhibidores
quimicos altamente especificos contra esta cdk, como por ejemplo RO-3306. Este inhibidor
provoca parada del ciclo en G2/M en numerosas células tumorales, pero no en todas ni en
células derivadas de otras especies (Vassilev et al., 2006). En células derivadas de céncer de
mama, MDA-MB-453 Ia inhibicion de cdk1 con un si RNA provoca una importante parada en
la proliferacion junto con una marcada acumulacion en G2/M, y un incremento significativo de
la apoptosis (Payton et al., 2006). En cambio nuestros resultados son consistentes con los
obtenidos en el articulo de Cai et al., donde la inhibicion con el siRNA contra cdkl en células
Rb +/p16-, provoca una disminucion de la fase S y un aumento de G2/M, pero esto no inhibe la
proliferacion celular (Cai et al., 2006). Esto es sorprendente si se lo compara con los resultados
mas recientes sobre la biologia de esta kinasa. En un reciente articulo se ha demostrado que
cdkl (cdc2) es la tnica cdk indispensable en el ciclo celular de células de mamifero (Santamaria
et al., 2007). Todo esto sugiere una regulacion diferente en células tumorales que en células no
transformadas. Nuestros resultados pueden estar indicando que la actividad de cdkl puede estar
compensada por otra cdk, como en el trabajo de Cai et al, donde se demostré que cdk1 puede ser

compensada por cdk?2, gracias a la formacion de complejos ciclina B/cdk2.
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7. Redundancia entre las cdks en el ciclo de las células Rb negativas.

La primera indicacion de que las distintas cdks podian estar efectuando funciones redundantes
en el ciclo la obtuvimos tras transfectar a las células Rb negativas con distintos dominantes
negativos de las principales cdks (cdkl, cdk2, cdk3) solos y en combinacion, junto con el
plasmido 3xE2F. Esto nos permitio ver como afectaban los distintos dominantes negativos a la
actividad transcripcional dependiente de E2F. Los resultados mostraron que la combinacion de
los 3 dominantes negativos era la que reducia en mayor magnitud la actividad transcripcional en
las células con y sin p16. Nuevamente la poblacion sin p16 mostrd tener una menor sensibilidad
a la inhibicion de los cdks, ya que en todos los casos la actividad transcripcional habia sido
mayor que en SaOS2. Es importante resaltar que pese a la disminucion de la actividad

dependiente de E2F en las células Rb negativas, en ningtin caso esta disminucion era total.

La inhibicion de la actividad cdk con dominantes negativos ha sido cuestionada por ser
susceptible a efectos inespecificos y por tanto no adecuada para analizar qué cdk o combinacion
es importante en un proceso bioldgico. Sin embargo, en nuestro caso este resultado ha quedado
confirmado usando combinaciones de siRNAs. Asi la combinacion de cdkl y cdk2 provocd una
inhibicion mayor que la inhibicion de cada cdk individualmente. Esto era patente en la
disminucion en la incorporacion de BrdU que mostraba una reduccion de la sintesis de DNA, y
en las células analizadas por citometria donde observamos un aumento mas pronunciado en
G2/M. Esto sugiere que ambas cdks contribuyen al control G2/M. Nuevamente las células sin
p16 mostraban un efecto menor a la inhibicion de cdk1 y cdk2 que las células con p16. Esto era
apreciable en la incorporacion de BrdU, donde la inhibicion de estas cdks no causaba una gran
disminucion en las Si2, lo que indicaba que la inhibicion de estas cdks afectaba en menor

mediada a las células sin p16, al menos en fase S.

Resumiendo, todos los datos obtenidos hasta el momento mostraban que en las células Rb
negativas, las actividades individuales de cdkl, cdk2, cdk3 y cdk4 no eran indispensables para
la progresion del ciclo. Solo conseguimos un efecto significativo al combinar la inhibicion de
cdkl y cdk2, lo que indica que las actividades de estas dos cdks son importantes para la

progresion de las células tumorales humanas Rb negativas. Aun asi, no conseguimos una parada
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clara de la proliferacion del ciclo celular, como observamos con el inhibidor quimico de cdks.
El efecto combinado de la inhibicion de cdkl, cdk2 y c¢dk3 podia acercarnos al conseguido con
la roscovitina, dado que también inhibe a cdk3. Ademas en el caso de la deplecion de
cdkl+cdk2, la actividad de cdk3 podia estar compensando a estas cdks en G1 ya que como
comentamos puede formar complejos in vitro con ciclina E. La inhibicion de estas cdks (cdkl,
cdk2, cdk3) la realizamos mediante los siRNAs especificos, consiguiendo unos niveles de
inhibicion de las proteinas endogenas dptimos. Los resultados de esta inhibicion no fueron muy
distintos a los obtenidos con la doble inhibicion de cdk1+cdk2, s6lo podriamos resaltar un ligero
aumento en la disminucion de la incorporacion de BrdU. La transfeccion de los siRNAs de
cdkl, cdk2 y cdk3 inhibe la actividad kinasa de estas proteinas con gran eficacia, lo que indica
que el sistema de inhibicion es bioquimicamente relevante. Sin embargo, existe la posibilidad de
que la actividad residual de las cdks tras la transfeccion de los siRNAs sea suficiente para hacer

progresar el ciclo. Por esto nos propusimos obtener una inhibicién mas completa usando p27.

Nuestros resultados después de sobreexpresar p27 mostraron consecuencias muy similares a las
observadas con la inhibicion de los 3 cdks. La expresion de p27, como era de esperar, inhibio
eficazmente la actividad kinasa de cdk2. No hemos evaluado la actividad de cdkl tras la
transfeccion con p27, aunque se ha descrito recientemente en el knock out de SKP2 (responsable
de la degradacién de p27) que el aumento de p27 en los MEFs provocaba la inhibicion de cdk1
y c¢dk2 por parte de esta proteina (Nakayama et al., 2000 y 2004). En cuanto a las células Rb-
/pl6+ la expresion de p27 no provoco diferencias significativas en las células analizadas por
citometria, mientras que en la incorporacion de BrdU mostré6 una marcada disminucion
indicando un descenso en la progresion del ciclo en estas células. Como se venia repitiendo
hasta el momento, en las células sin pl6 la sobreexpresion de p27 no mostré un tan efecto
apreciable. Esto puede ser debido a la presencia del complejo ciclina D/cdk4, que no es
susceptible de ser inhibido por p27. Podria considerarse que esta proteina tenia un menor efecto
en las células sin pl6 dado que, como ya hemos explicado, p27 es secuestrado por este
complejo. Sin embargo, el ensayo kinasa de cdk2 tras la trasfeccion con p27 mostrd valores de

inhibicién semejantes en los dos tipos celulares.
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En cuanto a las células Rb negativas, hemos visto que son capaces de regular a p107/p130 de
forma independiente a la actividad kinasa cdk4. Recientes estudios han puesto en evidencia la
alta redundancia que existe entre las cdks, que permite que puedan sustituir la funcion de otra
cdk uniéndose a ciclinas no especificas, protegiendo a la célula de la posibilidad de que alguna
cdk falle. Nosotros hemos comprobado que el inhibidor quimico de cdks roscovitina, suprime la
proliferacion e impide la inactivacion de estas proteinas, indicando que la regulacion de estas
células parece depender de cdks. Aunque las células Rb negativas parecen ser sensibles a la
pérdida de actividad de cdks, la inhibicion individual de cada una de ellas no provoca ningin
cambio significativo en la proliferacion, debido quizés al alto grado de redundancia. Esto es
distinto a lo reportado en células no transformadas, donde se ha visto que cdk1 es indispensable
para la progresion del ciclo celular (Santamaria et al., 2007). Hasta el momento se han
desarrollado un gran numero de antitumorales, que tienen como diana alguna de las cdks
importantes para la proliferacion celular (como son cdkl, cdk2 y cdk4-6). Esto parte de
conocimiento de que en la mayoria de los procesos cancerigenos estas cdks presentan grandes

alteraciones.

Se ha visto que no todas las células tumorales presentan la misma sensibilidad a la inhibicion de
determinadas cdks. Asi, algunos estudios muestran a cdk4 como futuro candidato como diana
para terapia génica. Aunque se ha reportado que no es necesario para la progresion del ciclo en
c¢lulas de mamifero, se ha demostrado que es imprescindible para el desarrollo del cancer de
mama (Yu et al., 2006). Cdk4 también parece ser un buen blanco para células Rb+/pl6-, que
junto con las células derivadas de cancer de colon presentan una gran sensibilidad a la
eliminacion de la actividad relacionada con el complejo ciclina D/cdk4, la cual provoca parada
del ciclo celular (Tetsu y McCormik, 2006). En este mismo articulo también se demuestra que
la actividad de cdk2 es innecesaria para las células anteriormente citadas. Hasta hace pocos afios
cdk2 era el blanco de numerosos tratamientos antitumorales. Numerosos estudios tanto en
c€lulas tumorales como en el desarrollo embrionario y en proliferacion celular, han puesto de

manifiesto que el papel de cdk?2 es prescindible.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que en las células Rb negativas no so6lo las

actividades individuales de cdk2 y cdk4 no son necesarias para la proliferacion, sino que las de
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cdk3 y cdk1 tampoco lo son. En nuestros resultados al igual que en otros trabajos ya publicados,
se ha demostrado la necesidad de eliminar a mas de una determinada cdk para conseguir algin
efecto en el ciclo de las células tumorales. En un reciente articulo se ha estudiado una posible
relacion entre cdkl y cdk4 que solo estd presente en células tumorales y en tumores clinicos,
pero no en células humanas no transformadas. Aqui cdk4 estimula a cdkl1 y este a su vez regula
negativamente a cdk4. Se ha comprobado que la eliminacion de cdkl en ciertos tipos de células
tiene efectos citotoxicos. La expresion de cdk4 minimiza el potencial de apoptosis al estimular
cdkl, por lo que quizéds sea necesario la disrupcion cdk4/cdkl en algunos tumores, para que
prime la apoptosis frente a la proliferacion (Seabra y Warenius, 2007). Como en las células Rb
+/p16-, nuestras células mostraron ser sensibles a la inhibicion combinada de cdkl y cdk?2,
provocando una disminucién en la proliferacion y un aumento significativo en G2/M. Esto es
debido a que la actividad de cada una de estas cdks puede ser sustituida por la otra. Este
resultado sugiere que en tratamientos futuros, la combinacion de la eliminacion de estas dos
cdks puede ser mas efectiva que el aquel tratamiento que tenga como diana una de esas cdks

(Payton et al., 2006).

8. Posible regulacion del ciclo independiente a cdkl, cdk2 y cdk3 en células

Rb negativas.

Hay que resaltar que, pese a conseguir disminuir la proliferacion de forma significativa con la
inhibicion de cdkl y cdk2, las células Rb negativas siguen proliferando. Esto sigue siendo asi
aunque inhibamos ademas cdk3, ya sea con siRNAs especificos o mediante la sobreexpresion de
p27. Es decir, en las células Rb negativas la eliminacion de las actividades combinadas de cdkl,
cdk2, cdk3 y cdk4 provoca efectos antiproliferativos no totales. Esto puede estar indicando la
actuacion de otra proteina que no sea de la familia de las cdks, como hemos sugerido al
principio. La actividad de Aurora kinasa es suficiente para conducir el ciclo en los primeros
estadios de Xenopus (Nigg, 2001) y en canceres humanos muestra alteraciones semejantes al de
las cdks (Reed, 1997; Bischoff et al., 1998) Aunque un ciclo dependiente de Aurora Kinasa es
una posibilidad, la inhibicion de la proliferacion de nuestras células por roscovitina indica que
son sensibles a la inhibicion de las cdks. Este inhibidor estd descrito que inhibe a cdkl1, cdk2,

cdk3 y cdk5; pero esta ultima cdk solo esta activa en neuronas. En nuestro caso la inhibicion de
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cdk1, cdk2 y cdk3 (e incluso cdk4), no para la proliferacion de las células Rb negativas en su
totalidad. Pese a haber comprobado la eficiencia de la inhibicion de los siRNAs, niveles traza de
estas proteinas pueden finalmente permitir que continten proliferando. En cuanto a p27 la
explicacion no es tan clara dado que hemos comprobado la inhibicion de cdk2. Pese a esto la
inhibicion de cdkl puede que no sea tan efectiva como la de cdk2 y esto sea lo que finalmente

permita la continuacion del ciclo de estas células.

Se sabe que la roscovitina inhibe en cierta forma a cdk7 y cdk9 (Raynaud et al., 2005) que estan
relacionadas con la fosforilacién del dominio carboxi-Terminal (CTD) de la RNA polimerasa II.
CiclinaH/cdk7 juegan un papel importante en la regulacion del ciclo celular. Por un lado forma
parte del complejo activador de kinasas (CAT) que son los encargados de activar, mediante
fosforilacion en residuos treonina, a los complejos formados por cdkl1, cdk2, cdk4-6 y cdkS. Se
sabe que cdkl y cdk2 pueden fosforilar a cdk7 uniéndose a ella. Cdk7 puede actuar tanto en G1
como en G2/M regulando de esa forma todo el ciclo celular (Larochelle et al., 2007; Lolli y
Johnson, 2007). Esto junto con su capacidad de controlar la actividad transcripcional de las
c¢lulas mediante la regulacion de la RNApolll (Koff et al., 1992; Kaldis et al., 1999) permite

comprender por qué la roscovitina inhibe la proliferacion de forma mas efectiva.

CiclinaT/cdk9 también fosforila al CTD de la RNApolll, favoreciendo la elongacion de la
transcripcion (Peng et al., 1998). Es importante resaltar la importancia de Cdk9, dado que en el
ya comentado articulo de Cai et al en células Rb positivas, la deplecion combinada de
cdkl+cdk2 reduce la fosforilacion de CTD y la expresion de la RNApol II en las células U20S
provocando parada del ciclo celular y aumentando el porcentaje de apoptosis. En cambio en la
otra linea tumoral de cancer de pulmoén de células no pequefias, no se ve una parada de la
proliferacion tan aparente después de la misma deplecion. En estas células la inhibicion de cdk9
mediante un shRNA o un inhibidor quimico de cdk9 provocan un aumento en el porcentaje de

apoptosis y la parada de la proliferacion.
Esta puede ser una posible explicacion del por qué las células Rb negativas muestran mayor

efecto frente a la roscovitina dada su capacidad de actuar sobre cdk7 y cdk9. Seria necesario

inhibir esas cdks en combinacion con cdkl y cdk?2 para ver su posible repercusion en el ciclo de
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nuestras células. Esto podria servir en un futuro para el desarrollo de inhibidores quimicos mas

especificos para las células tumorales Rb negativas.
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VI-CONCLUSIONES







Conclusiones

1. La inhibicion de pl16 de las células Rb negativas permite la formacion del complejo
ciclina D/cdk4-cdk6 y la aparicion de una forma mas fosforilada de p130 sin que se vea afectada
la transcripcion de los genes dependientes de E2F.

2. Las células Rb negativas son capaces de regular y por lo tanto inactivar a las proteinas de
la familia de Rb p107 y p130, y por lo tanto regular y transcribir los genes dependientes de E2F
sin necesidad del complejo ciclina D/cdk4.

3. La inhibicion de las actividades kinasa individuales de cdkl, cdk2 y cdk3 no provoca
ningun efecto significativo en el ciclo de las células Rb negativas.

4. La inhibicion combinada de las cdks resulta en una disminucion significativa pero no
completa en la sintesis de DNA de las células Rb negativas.

5. Las células Rb negativas sin pl6 son mas resistentes a la inhibicion de las actividades

kinasa de las cdks que las células con altos niveles de p16.
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