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1. LOS NEUROBLASTOMAS.

1.1 Descripcion y clasificaciones.

Los neuroblastomas son tumores formados por células neuroectodérmicas no
diferenciadas, derivadas de la cresta neural. Son los tumores soélidos extracraneales
mas frecuentes en la infancia. Cada ano se diagnostican de 1 a 3 nuevos casos por
cada 100.000 nifios menores de 15 anos, lo que supone el 9% de los canceres en
pacientes pediatricos y el 50% de todas las neoplasias malignas detectadas en la
infancia. El diagndstico se realiza en el 90% de los casos en los primeros 5 afos de
vida (Brodeur 2003; Schwab ef al,, 2003; Castel ef al.,, 2007).

Al tener su origen en las células de la cresta neural, los tumores pueden
desarrollarse en cualquier zona dentro del sistema nervioso simpatico. Sin embargo, la
mayor parte (65%) de los neuroblastomas se localizan en el abdomen, y dentro de
éstos, aproximadamente la mitad se detectan en la médula adrenal. Existen otras
localizaciones frecuentes como son el cuello, el pecho y la pelvis. Ademas, la mitad de
los pacientes presentan metastasis hacia puntos distantes como son el hueso, el
higado y los nédulos linfaticos no adyacentes, de las que se extienden a noédulos
linfaticos adyacentes al foco primario del tumor. Todo esto determina que la aparicion
de los sintomas sea muy variable (Brodeur 2003; Maris ef a/., 2007).

La etiologia del neuroblastoma es aun desconocida, pero parece poco probable
que esté relacionada con la exposicion a factores medioambientales. Aunque no es
una enfermedad hereditaria, existe un subgrupo de pacientes que muestra
predisposicion a desarrollar la enfermedad, siguiendo un patrén de herencia

autosomico dominante (Brodeur 2003).



Los neuroblastomas se pueden clasificar en diferentes subtipos en funcién del
estadio de la enfermedad, definido por el “Sistema Internacional de Estratificacion del
Neuroblastoma” (INSS) (Brodeur ef al, 1993). Esta clasificacién divide a los
neuroblastomas en 4 estadios: 1, 2a, 2b, 3, 4, 4S, dependiendo de la extension del
tumor, la implicacién de los nédulos linfaticos y la extension metastasica.

El prondstico de la enfermedad se realiza en funcion de varios parametros,
como son el estadio, la edad del paciente en el diagnéstico y la localizacion del tumor
primario. Sin embargo estas caracteristicas predicen de forma imperfecta el progreso
de la enfermedad, por lo que se necesitan marcadores prondsticos adicionales. De
hecho, la evolucién de los neuroblastomas es muy variable, ya que tienen un
comportamiento biolégico casi impredecible, en unas ocasiones muy agresivo y
resistente al tratamiento y, en otras, muestran una regresién progresiva o signos de
maduracién espontanea o inducida por el tratamiento. Asi, Los tumores del estadio 4S
(“S™ especial) a menudo sufren regresién espontanea y presentan buen prondstico
(Brodeur 2003; Schwab ef a/., 2003).

Histolégicamente, la mayor parte de los neuroblastomas son tumores
indiferenciados compuestos por células pequefias y redondeadas que pueden
presentar evidencias de diferenciacién neuronal. En algunos casos pueden madurar a
ganglioneuroblastomas, tumores que muestran una diferenciacion parcial. Menos
frecuentemente, pueden evolucionar hacia ganglioneuromas, que son agrupaciones de
neuronas maduras rodeados por un denso estroma de células de Shwann (Johnsen ef
al., 2009). Sin embargo, esta clasificacion histologica no posee valor pronéstico. En los
afos 80, Shimada y col. establecieron la denominada clasificacion de Shimada

(Shimada ef al., 1984), que relaciona las caracteristicas histopatoldgicas del tumor con



el comportamiento clinico, que presenta un elevado valor pronéstico. Esta clasificacion
divide a los tumores en favorables o desfavorables dependiendo del grado de
diferenciacién neuroblastica, el contenido del estroma en células de Schwann, la
alteracion nuclear de las células neuroblasticas (indice de mitosis, picnosis,
cariorresis) y la edad de establecimiento del diagndstico.

Asimismo, se han descrito diversas alteraciones genéticas, utilizadas como
biomarcadores con valor pronéstico (Castel ef al., 2007), como son el indice de DNA 6
ploidia (DI), las ganancias de material genético, como la amplificacién del gen NYCy
el aumento en el numero de copias del cromosoma 17q, las pérdidas de material
genético, como las pérdidas de heterocigosidad en los cromosomas 1q, 1196 14 q, y

la alteracion de la expresion de los genes 7RK.

1.1.1. Amplificacién del oncogen NMYC.

La amplificaciéon génica se define como un cambio gendmico localizado que da
lugar al incremento numérico del gen o genes afectados. Es uno de los principales
mecanismos patolégicos que desencadena la activacion de proto-oncogenes con
potencial oncogénico. El gen NUWYC se localiza en el cromosoma 2p23-24. Sin embargo,
en las células que presentan amplificacidon se encuentra también en las DMs (“Double
Minutes”) 6 en las HSRs (“homogeneously staining region”) del DNA (Corvi ef al., 1994
Schwab, 1984, 288).

Aunque en un principio se pensé que la amplificacién de NM/YC era exclusiva de
neuroblastoma (Schwab ef a/, 1983). Sin embargo, se observd que esta amplificacion
de NMYC aparece ademas en otros tipos de tumores neuronales como son:

glioblastomas (Collins 1993; Hui ef al, 2001), meduloblastomas (Rouah ef al, 1989;



Schutz ef al,, 1996; Bayani ef al., 2000; Fruhwald ef al., 2000), retinoblastomas (Lee ef
al., 1984; Squire ef al., 1985; Godbout and Squire 1993) y los astrocitomas (Garson ef
al., 1985) entre otros.

El incremento del nimero de copias de NYC en neuroblastomas puede oscilar
entre 10 y 500 copias. El tamafo de la regién amplificada puede variar desde 100 Kb a
mas de 1 Mb. Las regiones del DNA que resultan amplificadas junto con NWYC no
presentan reajustes notables respecto a la organizacion gendmica original, y se
presentan en forma de repeticiones directas en tandem, como se ha observado en
muchas HSRs (Schwab 1998). Estos hechos hicieron pensar que existian elevadas
probabilidades de encontrar otros genes co-amplificados junto con NUWYC. Asi, se
observé que los genes DXX1 (“DEAD box 17) y NAG (“neuroblastoma amplified gene”)
también pueden co-amplificar junto con NVYC, aunque esporadicamente (Amler et al.,
1996; Wimmer ef a/,, 1999). Actualmente, se desconoce la funcidén de la amplificacién de
estos genes en la patologia del neuroblastoma.

Por otro lado, los analisis de secuenciacién de DNA no revelaron mutaciones en
la secuencia codificante de NMWYC (Stanton et al., 1986), por lo que la amplificacion
conlleva una elevacion de los niveles basales de la proteina, que, por si sola, ha
demostrado tener una actividad transformante tanto en humanos (Schweigerer ef al.,
1990) como en roedores (Schwab ef al,, 1985). Diversas evidencias sugieren que todas
las copias del gen amplificado son transcripcionalmente activas (Lutz and Schwab
1997), lo que explicaria los elevados niveles de mRNA de NWYC en las células que
poseen la amplificicacion del oncogen. La traduccion del mRNA genera grandes
cantidades de la fosfoproteina nuclear N-Myc, que forma complejos /in vivo con otras

proteinas que actian sobre la transcripcion (Wenzel ef al., 1991).



Existen diferentes teorias que explican el proceso de amplificacién. Sin embargo,
las caracteristicas particulares de la forma de presentarse la amplificaciéon de NVWYC
apuntan a que el factor desencadenante podria ser la reparacién durante la replicacion.
Este proceso puede desencadenar la duplicacién de una regidon de DNA alrededor de
NMYC, de manera que la copia puede escindirse y multiplicarse
extracromosdmicamente, generandose asi las DMs. Alternativamente, podria integrarse
en el DNA en un locus cromosdmico cualquiera, desestabilizando la regién y
provocando un proceso de amplificacién intracromosdmica, que originaria las HSRs
(Schwab ef al,, 2003).

Las células de neuroblastoma que no presentan amplificacién de NMYC pueden
presentar mas de una copia del gen, ya que éste puede estar duplicado en 2p24. Aln no
esta claro si la duplicacion es el preludio de la amplificacién o la ruta alternativa para
activar su potencial oncogénico. La frecuencia en la que estas duplicaciones puedan
tener lugar aun no se ha estudiado con detalle, por o que sus consecuencias en la
estabilidad gendmica podrian haber sido subestimadas. De hecho, existen varios
estudios que relacionan la duplicacion de material génico con el desarrollo de diversas
patologias (Gratacos ef al,, 2001; Savelyeva ef al., 2001).

El descubrimiento de la amplificacion de NMVYC, constituyé la primera evidencia
de la existencia de una relacion directa, entre la amplificacion de un oncogen (en este
caso de NUYO), con la agresividad del crecimiento tumoral (Schwab ef al, 1984;
Seeger et al, 1985). La amplificacién de NMMYC, se observa en tumores avanzados y se
asocia a progresion tumoral y mal pronéstico, independientemente de la edad del nifio o
del estadio del tumor (Schwab 2004). Los pacientes que presentan neuroblastomas

localizados (estadios 1, 2 y 3) y los que padecen el neuroblastoma 4S tienen un peor



prondstico si existe amplificacién de MVYC, en cambio este marcador no posee un valor

prondstico tan importante en neuroblastomas en estadio 4 (Mora ef al., 2002).

1.2 Tratamiento de los neuroblastomas.

Actualmente, se utiliza una estrategia basada en el empleo de multiples terapias,
donde la intensidad se basa en la clasificacion internacional de los neuroblastomas en
funcién de grupos de riesgo (Tabla I-1). Esta estratifica los pacientes en funcién de varios
parametros: edad en el diagnostico, estadio de la enfermedad, caracteristicas bioldgicas

como la amplificacion de NMYC, la histopatologia y el contenido de DNA (DlI).

Estadio Riesgo bajo Riesgo intermedio Alto riesgo

1 Todos Ninguno Niguno

Edad < 1 afio, 6 entre 1-21

anos sin AMP NMYC, 6 Edad entre 1-21 afios y AMP
2a, 2b Ninguno
entre 1-21 afos con AMP de NMYC + HD
de NMYC + HF

Edad entre 0-21 afios y con
AMP de NMYC 6 entre 1-21
afos y sin AMP de NWYC

Edad < 1 afio y sin AMP de
3 Ninguno NMYC, o entre 1-21 afios y
sin AMP de NMYC + HF

+HD
Edad < 1 afio y sin AMP de Edad < 1 afio y con AMP
4 Ninguno
NMYC NMYC 6 entre 1-21 afios
Sin AMP de NMYC, HF, DI Sin AMP de NMYC, HD, DI
4S ] ] Con AMP de NMYC
> =

Tabla I-1 Grupos de riesgo de neuroblastomas basados en caracteristicas clinicas y bioldgicas.
AMP: amplificacién; DI: indice de DNA; HF: histologia favorable; HD: histologia desfavorable
(Brodeur 2003).

Asi entre los posibles tratamientos se incluyen desde la simple observacién de la
evolucién del tumor hasta la cirugia junto con multiples agentes quimioterapicos y el

transplante de células madre.
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Hasta ahora la terapia empleada en los pacientes clasificados en los grupos de
riesgo bajo e intermedio muestra ser altamente efectiva. Sin embargo, todavia no existe
un tratamiento eficaz para los casos refractarios dentro de los pacientes pertenecientes
al grupo de alto riesgo. Se espera que a medida que se avanza en el conocimiento de la
patogénesis de la enfermedad sea posible la utilizacién de terapias con base bioldgica,
cuyas dianas sean no solo rutas comunes a otros canceres sino especificas de los
neuroblastomas. A continuacién, se enumeran algunos de los procesos biolégicos que
actualmente se consideran como posibles dianas en el desarrollo de nuevas terapias

antitumorales.

a)- Induccién del proceso de diferenciacion

Uno de los mas potentes inductores de la diferenciacion de los neuroblastomas
humanos /n vitro es el acido retinoico (RA). Diversos estudios han demostrado que tanto
el acido #rans-retinoico como el acido 13-cis-retinoico provocan la parada del crecimiento
celular y la diferenciacién morfologica de las lineas celulares de neuroblastoma y
reducen drasticamente la expresidon génica de NVYC (Sidell ef al., 1983; Thiele et al.,
1985; Reynolds ef a/., 1991; Reynolds ef a/,, 1994).

Ensayos clinicos en fase | han demostrado que el tratamiento de pacientes con
neuroblastoma con el derivado sintético acido 13-cis-retinoico da lugar a mayores y
sostenidas concentraciones sanguineas en comparacién a la administracion de acido
trans-retinoico (Reynolds ef a/, 1991; Smith ef a/, 1992; Villablanca ef a/, 1995; Khan ef
al., 1996). Ensayos clinicos en fase Il demostraron posteriormente que la terapia con

acido  13-cisretinoico  administrada tras la  quimiorradioterapia  mejoraba
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significativamente la supervivencia de los pacientes con neuroblastoma de alto riesgo
(Matthay ef al., 1999).

Debido a la relevancia del papel del RA no solo como agente inductor de la
diferenciacion de los neuroblastomas sino como importante morfégeno involucrado en
el desarrollo normal del sistema nervioso, se hablara posteriormente con detalle sobre

SuU mecanismo de accion

b) Otros:

- Induccién de la apoptosis: El tratamiento con el retionide sintético, fernretinida —
N-(4-hidroxifenil)retinamida, agente citotoxico, desencadena apoptosis y necrosis en
neuroblastomas /n vifro. (Maurer et al., 1999).

- Inhibidores de los receptores Trk: El bloqueo de los receptores Trk puede
contribuir a reducir la resistencia y promover la apoptosis de los neuroblastomas de alto
riesgo, que expresan TrkB y presentan amplificacién de NWYC (Evans ef al., 1999; Ho
et al., 2002).

- Inhibidores de la angiogénesis constituyen una terapia prometedora, ya que el
grado de neovascularizacién se correlaciona con el desarrollo de metastasis y mal
pronostico, ademas de estar asociada a la amplificacion de NMYC (Meitar ef al., 1996).

- La inmunoterapia frente al disialogangliosido Gpz, expresado abundantemente
en la mayoria de los neuroblastomas (Cheung ef a/., 1998).

- Los agentes marcados radiactivamente, como la WI-MIBG (meta-
yodobencilguanidina marcada con 1'3"), han demostrado su eficiencia en los casos de

neuroblastoma refractarios a otros tratamientos (Kang ef a/,, 2003).
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2. EL ACIDO RETINOICO

2.1 Metabolismo y mecanismo de accion del acido retinoico.

El acido retinoico (RA) es el compuesto mas activo de los derivados de la
vitamina A (trans-retinol), que pertenece a la familia de los retionoides. Se trata de una
molécula lipofilica, de bajo peso molecular, que presenta cierta solubilidad en fluidos
acuosos como el plasma, lo que le confiere la capacidad de difundir eficazmente a
través de disoluciones acuosas, asi como a través de membranas hidrofobicas,
actuando como un perfecto morfégeno.

Los mamiferos son incapaces de sintetizar vitamina A de novo. La vitamina A o
retinol se incorpora en el organismo por la ingesta tanto de productos de origen animal,
en forma de retinol y de ésteres de retinol, como de origen vegetal en forma de
carotenoides. Los ésteres de retinol se hidrolizan en el lumen del intestino delgado a
retinol, el cual es emulsionado con sales biliares y acidos grasos libres y captado por los
enterocitos. Por otro lado los carotenoides, entre los que destaca el B-caroteno como
mas activo, se absorben por difusion pasiva en el interior del enterocito donde se
convierten en retinol.

Los ésteres de retinilo se acumulan en diferentes érganos como son el higado,
los pulmones, la médula ésea y los rifiones (Blomhoff and Blomhoff 2006). Desde estos
depdsitos se libera retinol, que viaja por el torrente circulatorio unido a la proteina de
uniéon al retinol (RBP4). Tras la interaccion con el receptor STRA6 (Kawaguchi ef al.,
2007) entra en las células y, una vez en el citosol, se une a RBP1 y es metabolizado a
acido frans-retinoico mediante dos reacciones de oxidacion. La primera oxidacion, de

retinol a retinal, es reversible y esta catalizada por las retinol o alcohol deshidrogenadas,
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que es el paso limitante. El retinaldehido entonces es convertido a su forma activa, el
RA, por las aldehido deshidrogenasas (ALDH), siendo la RALDH2, la mas importante
durante el desarrollo embrionario (Maden 2002). Mientras que la primera etapa de
conversion del retinol hacia retinal es ubicua, la etapa de la formacion del RA a partir del
retinal esta restringida a ciertos tejidos que expresan el enzima. Es en estos tejidos y en
los circundantes en los que actuara el RA.

En el citosol, enzimas de la familia citocromo P450, CYP26A1, CYP26B1 y
CYP26C1, metabolizan el RA a formas inactivas y susceptibles de degradacién
(Reijntjes ef al,, 2004).

El RA entra en el nlcleo a través de su interaccion con CRABP-II (Budhu and
Noy 2002). EI RA actia fundamentalmente modificando a nivel transcripcional la
expresion de sus genes diana, a través de la activacion de los factores de transcripcion
dependientes de ligando, los receptores de acido retinoico. Estos receptores pertenecen
a la superfamilia de receptores nucleares y se clasifican en dos subfamilias: los
receptores de RA (RARSs) y los receptores de retinoide X (RXRs). Se han descrito tres
tipos de receptores RARs, RARa, RARRB, RARY, y tres tipos de receptores RXRs, RXRa,
RXRRB, RXRy (Mark et al, 2006). El &cido retinoico todo-frans es el ligando natural para
el receptor RAR y el acido retinoico 9-cis es el ligando natural del receptor RXR (Mark ef
al., 2006).

Los RARs y los RXRs actian formando heterodimeros (RAR/RXR) que
reconocen secuencias consenso conocidas como elementos de respuesta al acido
retinoico (RARE). Estas secuencias estan formadas por dos repeticiones directas, con
una secuencia (A/G)G(G/T)TCA, separadas por cinco nucleodtidos, aunque también

pueden encontrarse a uno o dos nucleotidos de distancia, en este Ultimo caso se ha
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descrito que se produce la unién del homodimero RXR/RXR (Bastien and Rochette-Egly

2004) .

Retinol RBP4

. RDH10 _ RALDHs
RBP1 — Rl = Bl CRABP2

Vo
®

RXR RAR

Figura 1-1. Rutas implicadas en la generacién del RA y su mecanismo de accién. El retinol se
transporta en el plasma unido a la RBP4. Las células lo captan a través de la interaccion de
RBP4 con el receptor STRAG6. Dentro de la célula el retinol es metabolizado por la RDH10
(retinol deshidrogenasa 10) a Ral (retinaldehido), el cual a su vez es metabolizado a RA (acido
frans-retinoico) por las RALDHSs (retinaldehido deshidrogenasas). EI RA se une entonces a
CRABP2 (proteina de union al acido retinoico 2) y es transportado al nucleo, donde
interacciona con los RARs (receptores de acido retinoico) y los RXRs (receptores de retinoide
X). En ausencia de RA, estos receptores forman heterodimeros que estan unidos a los RARE
(elementos de respuesta al acido retinoico), presentes en la secuencia promotora de los genes
diana. Sin embargo, estan asociados a co-repersores que, a su vez, unen complejos con
actividad HDAC (histona deacetilasa), reprimiendo asi la transcripcion. La union del RA a sus
receptores desencadena la disociacion de los co-represores y la reclusion de co-activadores
asociados a complejos con actividad HAT (histona acetiltransferasa) lo que permite la posterior
iniciacién de la transcripcion. Modificada a partir de (Bastien and Rochette-Egly 2004; Maden
2007).
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Asi, en ausencia de RA los heretodimeros RAR/RXR interaccionan con co-
represores entre los que se encuentran N-CoR y SMRT, los cuales a su vez unen la
proteina adaptadora mSin3 y proteinas con actividad histona desacetilasa para reprimir
la transcripcién. En cambio, cuando el RA se une al RAR se produce un cambio
conformacional en la proteina que libera los co-represores del heterodimero y facilita la
union del acido 9-cis-retinoico al RXR. Asimismo, el co-regulador CBP/p300 entra a
formar parte del complejo y recluta a la proteina coactivadora ACTR, con actividad
histona acetiltransferasa, promoviéndose finalmente la transcripcion (Reynolds ef al,
2003) (Fig. 1-1).

Los RARESs han sido localizados inequivocamente en 27 genes. Sin embargo, se
ha observado que mas de 500 genes son modulados por la accion del RA bien
directamente a través de los RAREs o a través de otros mecanismos independientes
(Balmer and Blomhoff 2002).

Entre los efectos del complejo RA-RAR/RXR independientes de la unién a las
RAREs se encuentra la transrepresion de la proteina activante (AP-1), un factor de
transcripcion heterodimérico compuesto por proteinas relacionadas con fos y jun. La
transrepresion esta mediada por la inhibicion de la uniéon de c-jun al DNA vy el secuestro
de CBP/p300, lo que limita su disponibilidad para su posterior union a AP-1 (Schule ef
al, 1991; Kamei ef al, 1996). Este efecto podria estar asociado a la actividad
antineoplasica de los derivados de la vitamina A o retinoides. También se ha observado
que el complejo es capaz de actuar sobre la respuesta inflamatoria, mediante la
regulacion de los niveles del factor de transcripcion nuclear NF-xB (Kuenzli ef a/., 2004).

Asimismo, el RA ha mostrado tener efectos a través de mecanismos no

genémicos. Entre éstos, se ha descrito la modulacion de la actividad de la isoenzima a
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de la proteina quinasa C (PKC a) mediante unién directa con retinoides (Ochoa ef al,
2003). Ademas, el RA es capaz de desencadenar, rapida y especificamente, la
liberacion espontanea de acetilcolina en las sinapsis neuromusculares en Xenopus
laevis (Liao et al., 2004).

Finalmente, se ha observado que el RA es capaz de unirse a distintas proteinas
reguladoras de forma covalente mediante enlaces tioéster. A pesar de que el nimero de
proteinas modificadas por este mecanismo es pequeno, incluye importantes proteinas
como las subunidades reguladoras de la proteina quinasa dependiente de AMP ciclico,
citoqueratinas y la ribonucleétido reductasa (Takahashi ef al., 1995; Genchi and Olson

2001).

2.2  Funcién del RA en el desarrollo del sistema nervioso.

La vitamina A y sus derivados (los retinoides) son esenciales para el desarrollo
embrionario, asi como para la homeostasis en el organismo adulto (Mey and McCaffery
2004; Lane and Bailey 2005). En el desarrollo del sistema nervioso, el RA interviene en
dos procesos fundamentales: morfogénesis y diferenciacion neuronal.

En el primer caso, el RA participa en el modelaje de las zonas anteroposterior y
dorsoventral, tanto en la placa como en el tubo neural. En el eje anteroposterior de la
placa neural, el RA, junto con WNTs y FGFs (factores de crecimiento fibroblastico) es
esencial en la organizacion del telencéfalo posterior y la médula espinal anterior. El
déficit de vitamina A resulta en la desaparicion del telencéfalo posterior y la formacién de
una médula espinal anterior anomala (Maden 2002).

En el eje dorsoventral del tubo neural en desarrollo, el RA, junto con otras

moléculas, participa en la organizaciébn anatomica y la especificacidon de los
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neuroblastos que daran lugar a las motoneuronas y los distintos tipos de neuronas
dorsales y ventrales de la médula espinal. Asi, el RA es producido por las somitas en la
region paraaxial del mesodermo, y difunde al tubo neural donde reprime la actividad de
FGF, liberado desde la region caudal del mesodermo, e induce la expresiéon de un grupo
de genes. Por otra parte, la SHH (sonic hedgehog), sintetizada por la notocorda y las
células de la regién ventral del tubo neural, induce la expresién ventral de otro tipo de
genes. Finalmente, las BMPs (proteinas morfogénicas 6seas) liberadas desde las
células de la regién dorsal del tubo neural, inducen los genes dorsales y los tipos de
neuronas dorsales (Wilson and Maden 2005; Maden 2007).

La segunda funcion esencial del RA en el desarrollo del sistema nervioso es la
regulacién de la diferenciacién neuronal (Maden 2002; Appel and Eisen 2003; Diez del
Corral and Storey 2004). La diferenciacion es un proceso que comprende cambios en
la expresién de genes implicados tanto en diferenciacidn como en proliferacion. Asi,
por un lado, el RA induce la neuritogénesis o la formacién de extensiones a partir del
cuerpo celular en cultivos primarios de neuronas (Rodriguez-Tebar and Rohrer 1991;
Ved and Pieringer 1993; Plum ef a/., 2001). Estas neuritas sirven como precursores de
axones y dendritas, que una vez formados, ayudan a polarizar la neurona. Por otro
lado, el RA es capaz de diferenciar hacia fenotipo neuronal algunas lineas celulares
establecidas de carcinoma embrionario (Jones-Villeneuve ef al, 1982; Edwards and

McBurney 1983), lo que le convierte en una posible diana terapeutica en cancer.
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2.3 Mecanismos de regulacién de la diferenciacion por RA en lineas de
neuroblastoma.

El empleo de lineas celulares de neuroblastoma humano en el estudio de la
diferenciacion neuronal inducida por RA ha resultado ser muy Util, debido a su origen
en la cresta neural y a sus caracteristicas neuroblasticas. La cresta neural de los
vertebrados es una estructura temporal, de origen ectodérmico, que se desarrolla a la
vez que se cierra el tubo neural. Su capacidad migratoria y posterior distribucién
durante el desarrollo es un punto basico en el desarrollo embrionario general y de la
mayoria de érganos y estructuras en particular. Las células crestoneurales migran
desde la regién mas dorsal del tubo neural a lo largo de la via ventromedial o de la
dorsolateral. En el primer caso, dan lugar a las células de los ganglios sensitivos y del
sistema nervioso autonomo, asi como a la médula adrenal. En el segundo caso, las
células se diferencian a células pigmentarias. Ademas las células originarias de la
cresta neural pueden dar lugar el tejido esquelético y conectivo de la cabeza y la cara
y a las meninges (Bronner-Fraser 1994).

La mayoria de las lineas celulares de neuroblastoma presentan una poblacién
heterogénea formada por tres tipos celulares: neuroblastico (N), células planas o
adherentes al sustrato (S) y células intermedias (). El empleo de marcadores
bioquimicos permite distinguir dichas poblaciones. Asi, las células tipo N e | se
observé que expresaban proteinas del neurofilamento, mientras que las de tipo Il y S
eran positivas para vimentina. Ademas, las células adherentes tipo S sintetizan
colageno vy fibronectina, de manera similar a como o hacen las células de Schwan.
Por ello, se propuso que las células tipo N se asemejaban a los simpatoblastos

embrionarios, las de tipo S serian semejantes a las células de Schwan, a los

19



progenitores gliales o melanociticos o las células derivadas del mesénquimo, y las tipo
| tendrian un fenotipo intermedio, con potencial para diferenciar hacia los dos tipos
celulares anteriores (Thiele 1998).

El RA induce la diferenciacion morfolégica y bioquimica en las células de tipo
N. La exposicion de las células a concentraciones fisioldégicas de RA produce tanto el
incremento en el nimero de células que desarrollan neuritas, asi como la longitud de
estas, como la inhibicién de la proliferaciéon celular (Sidell ef al., 1983; Thiele ef al.,
1985).

Existen diversos mecanismos a través de los cuales se ha postulado que el RA

podria inducir el proceso de diferenciaciéon, que se describen a continuacion.

2.3.1- Regulacion de los niveles de los receptores de neurotrofinas.

En cultivos primarios de neuronas simpaticas de embriones de pollo se ha
observado que el RA incrementa la transcripcion de los receptores TrkA y p75NTR, |o
que permite que las neuronas inmaduras respondan al factor de crecimiento nervioso
(NGF) como ocurre in vivo (Plum et al, 2001). Sin embargo, este efecto no se ha
observado en neuroblastos simpaticos procedentes de embriones de rata (Wyatt ef al,,
1999).

En lineas celulares de neuroblastoma también se ha observado una induccién
de los niveles, tanto de mRNA como de proteina, de los receptores Trk. Asi,
concentraciones nanomolares de RA incrementa los niveles de mRNA del receptor
TrkB, asi como de su forma truncada, en la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y
(Encinas ef al, 2000). El tratamiento posterior con factor neurotrofico derivado de

cerebro (BDNF) da lugar a la diferenciacién de las células SH-SY5Y a células con un
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fenotipo claramente neuronal (Encinas ef a/, 2000; Almeida ef al., 2005). En la linea
de neuroblastoma SMS-KCNR, que expresa BDNF de forma constitutiva, el
tratamiento con RA también induce la sintesis de TrkB, asi como la diferenciacion
neuronal de esta linea celular incluso en ausencia de neurotrofinas (Lucarelli ef al.,

1995).

2.3.2- Activacion de proteinas quinasas.

El RA es capaz de inducir la activacion de cascadas de sefializacién mediadas
por quinasas reguladas extracelularmente (ERK1/2), la quinasa amino-terminal de c-
Jun (JNK) y la fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K).

La activacion de la cascada mediada por ERK es esencial en el desarrollo de
neuritas inducido por RA en la linea celular SK-N-BE(2)C (Lee and Kim 2004), pero no
asi en la linea celular SH-SY5Y (Miloso ef al., 2004). Sin embargo, en ésta la inhibicion
de la cascada se sefalizacibn desencadenada por JNK1 actia reprimiendo el
crecimiento de neuritas inducido por RA (Yu ef al, 2003). Dicho efecto se ha
observado también en esta linea celular al ser sometida a inhibidores de PI3K (Pan ef
al., 2005). Asi, en células de neuroblastoma SH-SY5Y, el RA induce la activacion de
Rac1 y proteina quinasa asociada a mitdbgeno (MAPK) a través de la via PI3K,

mecanismo implicado en la diferenciacién neuronal (Pan ef a/., 2005).

2.3.3- Regulacién génica mediada por RA.
El RA modula, directa o indirectamente, la expresién de un nhumeroso grupo de
MRNAs y/o proteinas involucradas en el crecimiento de neuritas. Entre otras, cabe

destacar la proteina asociada a los microtibulos (MAP2), marcador de crecimiento
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dendritico. La expresion de su mRNA vy proteina es Unicamente detectable en las
células de carinoma embrionario P19 expuestas a RA. La inhibicion de su expresion
mediante tecnologia antisentido no sélo reduce la poblacién celular que desarrolla
neuritas sino que, ademas, disminuye la extension de las mismas. Asi mismo, el
descenso en la expresidn de Map2 afecta al cese de la proliferaciéon celular ejercido

por el RA (Dinsmore and Solomon 1991).

2.3.4- Regulacion del ciclo celular por RA

Uno de los principales efectos biologicos del RA es la inhibicibn de la
progresion del ciclo celular. De hecho, la conexidn existente entre la vitamina A y el
desarrollo de cancer fue establecida poco después del descubrimiento de esta
vitamina y su estructura quimica. Sin embargo, no fue hasta los afios 60 cuando se
demostré que la deficiencia de vitamina A incrementaba el desarrollo de tumores,
espontaneos e inducidos, en animales (Saffiotti ef a/., 1967).

Otro hallazgo importante llegd de la mano de Strickland y Mahdavi, quienes
pusieron de manifiesto la capacidad del RA de inducir la diferenciacion de las células
de teratocarcinoma in vitro e in vivo (Strickland and Mahdavi 1978). Un estudio
posterior de Lotan y Nicholson establecidé que el RA inhibia el crecimiento de un gran
ndimero de células tumorales en cultivo (Lotan and Nicolson 1977). Actualmente, se
sabe que el RA actia deteniendo la progresion del ciclo celular ejerciendo su
regulacién en la fase G1. En concreto, son varios los trabajos que describen el
incremento en los niveles del inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas (CKIl),
p27, como uno de los posibles mecanismos involucrados en el efecto antiproliferativo

del RA. Dicho efecto no se produce a través de la induccién de la expresion génica de
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p27, sino que es consecuencia de una disminucién en su degradacion (Matsuo and
Thiele 1998; Nakamura ef a/., 2003).

En el caso del desarrollo la corteza cerebral, p27 tiene un papel clave en la
coordinacion de la salida del ciclo celular, la diferenciacion neuronal y la migracion
radial (Nguyen ef al, 2006). Ademas, en células de carcinoma embrionario y de
neuroblastoma se ha observado que la diferenciacién neuronal inducida por RA
requiere el incremento de los niveles proteicos de p27 (Baldassarre ef al, 2000;
Borriello ef al., 2000; Borriello ef al,, 2006). Por tanto, los mecanismos reguladores de
su expresion proteica podrian estar involucrados en la diferenciacion y en el desarrollo
de cancer. Es por ello que a continuacién resumiremos la regulacién del ciclo celular,

centrandonos principalmente en la fase M y la transicién entre las fases G1y S.

3. EL CICLO CELULAR.

3.1 Regulacién de la progresién del ciclo celular.

La desregulacién del ciclo celular es un aspecto fundamental en el cancer.
Mientras que las células normales proliferan en respuesta a sefales mitdgenas, la
proliferacién de las células cancerosas es consecuencia de defectos en las sefales
externas que estimulan o inhiben este proceso.

El esquema molecular del control de un ciclo celular consiste en proteinas
quinasas que promueven la progresion a través de cada fase del ciclo celular, las Cdks
(ciclinas dependientes de quinasas). Cada Cdk es dependiente de una ciclina

particular, cuya disponibilidad controla la actividad de cada quinasa. De los multiples
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loci que codifian Cdks y ciclinas, presentes en las células humanas (Malumbres and
Barbacid 2005), s6lo un determinado subgrupo de complejos ciclina-Cdk esta
involucrado en la progresion del ciclo celular. En este subgrupo se incluyen las tres
Cdks de interfase (Cdk2, Cdk4 y Cdk6), y la Cdk mitética Cdk1, también denominada
Cdc2 (“cell division control protein 2”) y diez ciclinas pertenecientes a cuatro clases
distintas (las de tipo A, B, D y E) (Malumbres and Barbacid 2009).

Ademas, la actividad de las Cdks esta controlada por la uniéon de CKils,
(inhibidores de Cdk), de los que se han caracterizado dos familias. Los miembros de la
familia Ink4 (p15, p16, p18 y p20) inhiben la actividad de Cdk4 y Cdk6, mientras que
los miembros de la familia Kip/Cip (p21, p27 y p57) inhiben, fundamentalmente, la
actividad de Cdk2 (Bloom and Pagano 2003).

Los niveles de expresion de ciclinas durante la division celular son periddicos
(Evans et al,, 1983). Esto es resultado de un proceso constante de sintesis acoplado a
la protedlisis que tiene lugar durante un espacio de tiempo determinado en el ciclo
celular, ejecutado por el UPS (sistema de ubiquitinacion por el proteasoma) (Glotzer ef
al., 1991). Los CKis, por su parte, son también marcados para su degradacion por el
UPS. Por tanto, el ciclo celular esta predominantemente regulado por dos tipos de
modificaciones post-traduccionales: la fosforilacion y la ubiquitinacion (Nakayama and
Nakayama 2006).

El UPS conlleva 2 pasos. Primero tiene lugar la unién covalente de multiples
moléculas de ubiquitina a la proteina sustrato, para que, posteriormente, se produzca
su degradacién por el complejo 26S del proteasoma (Hershko 1983). El paso inicial
esta mediado al menos por 3 enzimas: una enzima activante de la ubiquitina (E1), una

enzima conjugante (E2) y una ubiquitina ligasa (E3). La E1 forma un enlace tioéster
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entre una cisteina del centro activo y un residuo de glicina en el extremo carboxilo
terminal de la ubiquitina. Es entonces cuando la ubiquitina activada se transfiere a la
E2 mediante formacién de un nuevo enlace tioéster con un residuo de cisteina del
centro activo. Finalmente, la E3 transfiere el polipéptido de ubiquitina desde la E2 a un

grupo e-amino de un residuo de lisina del sustrato. (Castro ef a/., 2005).

3.1.1 Las E3 ubiquitina ligasas del ciclo celular: SCF y APC/C

El complejo SCF (Skp1/cullin/F box proteins) esta formado por tres
componentes constantes y uno variable. Dentro de los primeros se incluyen: RBX1
(proteina con un motivo estructural del tipo dedo-RING), CUL1 (proteina de anclaje) y
SKP1 (proteina adaptadora). El segundo tipo de componentes es una proteina con un
motivo F-box, a través del cual interacciona con SKP1 y que se encarga del
reconocimiento del sustrato. Dentro de las proteinas F-box, hay tres que estan
implicadas en el control del ciclo celular, Skp2, Fbw7 y R-TrCPe (R-transducin repeat
containing protein, proteina que contiene repeticiones de R-transducina) (Nakayama
and Nakayama 2006).

El complejo APC/C (anaphase promoting complex, complejo promotor de la
anafase o ciclosoma). Estructuralmente es similar al complejo SCF. Los componentes
constantes lo constituyen: APC 11 (proteina con un motivo estructural del tipo dedo-
RING relacionada con RBX1), APC 2 (proteina de anclaje relacionada con CUL1) y al
menos 11 subunidades mas cuya composicion y funcidén adn no esta claramente
establecida (Apc10/Doc1, proteinas con un motivo tetratricopéptido, Apc4, Apc5, Apc
13 y Cdc 26). La parte variable de su estructura es el activador. Existen 2 posibles

activadores de APC/C: Cdc20 (cell division cycle 20) y Cdh1, también conocida como
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Hct1. Ambas proteinas confieren especificidad de sustrato de manera equivalente a la

proteina F-box en el complejo SCF (Baker ef al., 2007).

Complejo SCF

p27 MYC p-Catenina Securina Ciclina A
p57 Ciclina E IkBa/ple Ciclina A Ciclina B
p21 Notch1 p105/p100 Ciclina B cDC20
p130 Notchd Cdc25A/B NEK2A PLK1
Ciclina A JUN WEE1A KIP Aurora A/B
Ciclina D Presenilinal EMI1/2 NEK2A
Ciclina E Presenilina2| | Viral Vpu mE2-C
CDK9 SREBP1/2 ATF4 Geminina
Myc DIG1 CDCé
E2F1 INFo-R SKP2
B-MYC PRL-R SNON
CDT1 Snail RRR2
ORC1 PER1/2 TKA1
RAG2 TPX2
SMAD4 CDH1
FOXO1

UBP43

Viral E7

Figura 2-1. Similitud estructural entre el complejo SCF y APC/C. Ambos complejos estan
constituidos por subunidades constantes y subunidades variables de reconocimiento de
sustrato. Los componentes constantes que forman parte del complejo SCF son RBX1 (con
dominio RING-finger), CUL1 (proteina de anclaje) y SKP1 (proteina adaptadora). EIl
componente variable es una proteina con un dominio F-box. En humanos estan descritas mas
de 70 proteinas F-box de las cuales sélo tres participan en el control del ciclo celular: Skp2 (S-
phase kinase associated protein 2, proteina 2 asociada a las quinasas de fase S), Fbw7 (F-box
and WD-40 domain protein, proteina con dominios F-box y WD-40) y B-TrCP (f3-transducin
repeat-containing protein, proteina que contiene repeticiones de R-transducina). Los
constituyentes constantes de APC/C son APC1 (proteina con dominio finger-RING), APC2
(proteina de anclaje relaccionada con CUL1) y otros 11 componentes mas. También posee una
subunidad activadora variable, Cdc20 (cell division cycle) o Cdh1 (también conocida como
Hct1), ambas confieren especificidad de sustrato. Se muestran los sustratos conocidos de cada

subunidad variable. Modificada de (Nakayama and Nakayama 2006).
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A pesar de su similitud estructural y bioquimica, cada complejo desempena
funciones distintas (Fig. 2-1). Asi, el complejo APC/C actia desde la anafase hasta el
final de la fase G1 del ciclo celular. Sin embargo, el complejo SCF es activo desde el
final de la fase G1 hasta el comienzo de la mitosis. Sus funciones exactas no estan
claramente delimitadas, incluso existen evidencias de intercomunicacion entre ambos
complejos enzimaticos (Guardavaccaro ef al., 2003; Bashir ef al, 2004; Wei et al.,

2004).

3.2. Fase M del ciclo celular

Durante la mitosis, se produce la segregacion de las cromatidas hermanas y la
citoquinesis. La mitosis esta dividida en 5 fases: profase, prometafase, metafase,
anafase (A 'y B) y telofase.

La regulacion de la progresiéon de la fase M recae, predominantemente, en dos
mecanismos post-transcripcionales mecionados anteriormente: la fosforilaciéon y la
proteolisis. Entre ambos se produce un control reciproco. La maquinaria proteolitica es
controlada por fosforilacion, mientras que la actividad de varias Cdks mitéticas se ve
disminuida por el proceso de degradacion. La E3 ubiquitina ligasa encargada de la
progresion y salida de mitosis es APC/C (Peters 2002).

Asi mismo, se ha descrito la existencia de mecanismos de supervivencia
celular, los denominados checkpoints o puntos de control. Estos monitorizan el
transcurso de la fase M en varios niveles. El punto de control de la estructura del DNA
detiene el ciclo celular en la transicion entre las fases G2/M en respuesta a DNA no

replicado o dafiado. Mientras que el punto de control del ensamblaje del huso mitotico
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(SAC, spindle assembly checkpoint) previene el comienzo de la anafase cuando los

cinetocoros no muestren una adecuada union al huso mitético (Burke 2000).

3.2.1 APC/C en mitosis

Durante la profase la fosforilacion de las subunidades con un motivo
tetratricopéptido por el complejo ciclina B1/Cdk1 dirige la unién de Cdc20 al complejo
APC/C. Plk1 (Polo-like kinase 1, quinasa similar a Polo 1) actia sinérgicamente junto
con el complejo ciclina B1/Cdk1 (Kraft ef a/, 2003), mientras que la actividad de PKA
(Protein kinase A, proteina quinasa A) inhibe la destrucciéon de la ciclina B1 por APC/C
(Kotani ef al., 1998). Cdh1 también resulta fosforilado por el complejo ciclina B1/Cdk1
lo que previene su asociacion a APC/C (Kramer et al., 2000). El complejo APC/C-
Cdc20 es inhibido por la uniéon de Emi1, que es degradado posteriormente durante la
profase (Miller ef al., 2006).

Asi, el complejo APC/C-Cdc20 activo se encarga de la degradacién de la
ciclina A (Geley et al., 2001), el factor de transcripcién HoxC10 (Gabellini ef al., 2003)
y la quinasa Nek2A (Hames ef a/., 2001) durante |la prometafase.

Para que tenga lugar la transicion de metafase a anafase, tiene que producirse
la degradacién de varios sustratos clave, entre los que se incluyen la securina y la
ciclina B1. El comienzo de |la anafase esta marcado por la degradacion de la cohesina,
un complejo multiproteico que mantiene la unién entre las cromatidas hermanas. La
separasa, una cistein-proteasa, degrada la cohesina (Uhlmann ef a/, 1999). Su
activacioén esta cuidadosamente controlada y no se produce hasta que no tiene lugar la
correcta orientacion de los cromosomas en el huso mitético. Existen dos mecanismos

de inhibicién del proceso: la unién de la securina a la separasa y la fosforilacion de
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ésta por el complejo ciclinaB1/Cdk1 (Zou ef al, 1999). Sin embargo, existen
evidencias de que la unién de la ciclina B1 a la separasa tiene un efecto inhibidor, sin
necesidad de la actividad quinasica de Cdk1 (Holland and Taylor 2006).

Hasta hace poco tiempo se pensaba que la proteolisis tanto de la securina
como de la ciclina B1 eran unicamente controladas por el complejo APC/C-Cdc20. Sin
embargo, recientemente se ha descrito que la activacion prematura de este complejo
desencadena una degradacion precoz de la ciclina B1 pero no de la securina. Por el
contrario, la activacién anticipada del complejo APC/C-Cdh1 anticipa la degradacion
de la securina pero no de la ciclina mitética (Jeganathan ef a/, 2005; Jeganathan ef
al., 2006). Por tanto, el complejo APC/C-Cdh1 desempefia un papel critico en la
mitosis, mucho antes de lo que se habia pensado inicialmente.

Una vez que se han separado las cromatidas hermanas, éstas son
translocadas a los polos de la célula por la combinacién de dos procesos: el
acortamiento de los microtubulos y la activacibn de las proteinas motoras
dependientes de los microtubulos. Asi, durante la progresion de la anafase es critica la
actividad de APC/C. Tanto APC/C-Cdc20 como APC/C-Cdh1 son capaces de
ubiquitinar la cromoquinesina kid de Xenopus (Xkid) in vitro e in vivo (Castro ef al.,
2003). Esta proteina esta, encargada de generar la fuerza polar de eyeccidn necesaria
para que los cromosomas se alinien en la placa metafasica. Su degradacion,
necesaria para la segregacién de los cromosomas, comienza en anafase, y continua
hasta el final de la fase G1 (Castro ef al., 2003). Por el contrario, recientes estudios en
humanos apuntan que la proteina kid es degradada por APC/C-Cdh1 en fase G1, y no
es hecesaria para la progresion de la mitosis (Feine ef a/, 2007). APC/C también

interviene en la degradacién de proteinas asociadas a los microtubulos, Ase1 y Tpx2,
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y las quinesinas Kip1 y Cin8 durante |la anafase (Juang ef al,, 1997; Gordon and Roof
2001; Hildebrandt and Hoyt 2001; Stewart and Fang 2005b).

El comienzo de la actividad de APC/C-Cdh1 a la salida de mitosis parece
requerir dos pasos: la disminucion de la actividad quinasica del complejo
ciclinaB1/Cdk1 y la completa activacion de Cdh1 por desfosforilacion. La proteina
Cdh1 no es necesaria para la salida de mitosis en humanos, en cambio se requiere su
participacion asociada a APC/C en la degradacion ordenada de algunos sustratos
mitéticos como Cdc20 y las quinasa Plk1, Aurora A y AuroraB (Lindon and Pines 2004;

Stewart and Fang 2005a).

3.3 Mecanismo de accion de APC/C

3.3.1 Asociacién de los activadores Cdc20 y Cdh1

La degradacién ordenada y especifica de sustratos diana de APC/C requiere la
unién de uno de sus activadores Cdc20 o Cdh1. La interaccidon de estas proteinas con
APC/C esta basada en la unién directa con las subunidades que poseen un motivo
TPR, como son Apc3 y Apc?, a través del dominio IR presente en el extremo carboxilo
terminal (Vodermaier ef a/., 2003). Ademas, existe otra secuencia denominada caja-C
(DR(F/Y)IPxR), en el extermo amino terminal que también interviene en la unién con
APC/C en levaduras (Schwab ef al., 2001).

Tanto Cdc20 como Cdh1 son miembros de |la familia de proteinas WD40. Este
motivo también esta descrito en un subgrupo de las proteinas F-box. Las proteinas F-
box contienen dos dominios, uno para el reconocimiento de sustratos y el otro, el

dominio F-box, para la asociacion con Skp1. Curiosamente, en el subgrupo de
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proteinas F-box que poseen el dominio WDA40, éste es el que media el reconocimiento
de sustratos (Patton ef a/, 1998). La enorme similitud entre las estructuras de los
complejos APC/C y SCF sugiere un papel similar de los activadores en el

reconocimiento de sustratos.

3.3.2 Reconocimiento de sustratos

Los sustratos diana de APC/C se unen a cada activador gracias a la presencia
de una o varias secuencia de aminoacidos caracteristicas (ver tabla I-Il).

La primera sefial de degradaciéon identificada fue la denominada caja de
destruccidon (D-box, caja D) (Glotzer ef al, 1991). Los resultados de Glotzer y col.
demostraron que la degradacion de las ciclinas dependia de la presencia en el
extremo amino terminal de un fragmento de 91 aminoacidos que podia provocar la
ubiquitinacién y degradaciéon de una proteina no relacionada, cuando ambas eran
fusionadas. Un estudio mas exhaustivo del extremo amino de las ciclinas revel6 la
presencia de un motivo corto y conservado de 9 aminoacidos que se denomind caja D,
con una secuencia RxxLxxxxN/D/E (Glotzer ef al., 1991; King ef al., 1996; Geley ef al.,
2001). Entre los sustratos de APC/C en los que se ha detectado esta sefal de
destruccidn se encuentran la ciclina B1 (Glotzer ef a/., 1991), la ciclina A (Geley ef al.,
2001), la securina (Zur and Brandeis 2001), las quinasas Nek2A (Hames ef al.,, 2001) y
aurora A (Castro ef al, 2002) y el activador de SCF, Skp2 (Wei ef al., 2004), entre
otros.

Una segunda secuencia de degradacion, la denominada caja KEN, fue descrita
posteriormente por Pfleger y col. La degradacién de Cdc20 dependiente de APC/C-

Cdh1 es debida a la presencia de esta nueva secuencia, ya que Cdc 20 carece de caja
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D. La caja KEN es también una secuencia transponible, capaz de inducir la proteolisis
de una proteina no relacionada a la que se le hayan fusionado su secuencia (Pfleger
and Kirschner 2000). Los aminoacidos esenciales que conforman la caja KEN son:
KENxxx(N/D/E/S/G) (Harper ef al., 2002). Los sustratos que presentan la caja KEN y/o
la caja D interaccionan especificamente con Cdh1, mientras que Cdc20 se une
exclusivamente a los sustratos que poseen caja D (Pfleger and Kirschner 2000).

Una tercera sefal de degradacion por APC/C-Cdc20 y APC/C-Cdh1 es la caja
GxEN, que ha sido identificada en la proteina XKid. La delecién de esta secuencia
previene la degradacién de XKid, y, como las otras secuecias proteoliticas descritas,
cuando es fusionada a oftra proteina distinta induce su degradaciéon (Castro ef al,
2003).

En la quinasa aurora A se ha detectado una secuencia de degradacion distinta
a las anteriores, denominada DAD (D box activating domain, dominio activador de la
caja D) o caja A cuya secuencia consenso es RxLxPSN. Esta es necesaria para su
degradacion por APC/C-Cdh1, junto con la caja D (Littlepage and Ruderman 2002). La
presencia de dobles motivos de reconocimiento también se ha descrito en otras
proteinas como la ciclina A (Geley et al., 2001) y la quinasa Nek2A (Hames ef al,,
2001). Estos motivos podrian actuar bien como una unidad, siendo necesarios ambos
para la degradacién, o bien constituir 2 sitios distintos para la unién de cada una de las
2 subunidades de APC/C. Recientemente, se ha observado que la interaccién de
APC/C con la caja D es dependiente de las fases del ciclo celular en ausencia de
Cdh1 y Cdc20 (Yamano ef al., 2004), lo que abre la posibilidad de la existencia de un
receptor de esta secuencia dentro de las subunidades invariables que constituyen

APC/C.
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Sustrato Secuencia de reconocimiento necesaria Comienzo de la Actividad de APC/C
para su degradacion degradacion implicada
Caja D y una secuencia préxima de 12 APC/C-Cdc20
Ciclina A aminoacidos en el extremo carboxilo Profase (principio mitosis);
terminal APC/C-Cdh1(G1)
HoxC10 2 cajas D Profase APC/C-Cdc20
Nek2A Caja D y Caja KEN Profase APC/C-Cdc20
APC/C-Cdc20 y
Ciclina B1 CajaD Metafase
APC/C-Cdh1
APC/C-Cdc20 y
Securina Caja KENy Caja D Metafase
APC/C-Cdh1
APC/C-Cdc20 y
Xkid Caja GXEN Metafase
APC/C-Cdh1
Ase1 CajaD Metafase APC/C-Cdh1
Secuencia de 43 aminoacidos, que
Kip1 Metafase APC/C-Cdc20
carece de secuencias de destruccion
Caja KEN y secuencia proxima del
Cin8 extremo carboxilo terminal carente de Metafase APC/C-Cdh1
otros motivos de destruccion
Geminina CajaD Metafase Desconocida
Caja KEN y la secuencia inicial de 83
Tpx2 aminoacidos carente de otros motivos de Anafase APC/C-Cdh1
destruccién
Antes de la salida de
Plk1 CajaD o APC/C-Cdh1
mitosis
Caja Ay caja D entre los aminoacidos Antes de la salida de
Aurora A APC/C-Cdh1
378-386 mitosis
Antes de la salida de
Cdc20 Caja KEN y caja CRY o APC/C-Cdh1
mitosis
Antes de la salida de
Aurora B caja D entre los aminoacidos 315-318 o APC/C-Cdh1
mitosis
Skp2 CajaD G1 APC/C-Cdh1
Tabla I-ll: Relacién de los sustratos de APC/C. Se indican la secuencia o secuencias de

reconocimiento necesarias para el proceso de degradacion. En los casos de Aurora Ay B se
indica la localizacion exacta de la caja D concreta involucrada en su proteolisis, ya que ambas

proteinas presentan mas de un motivo de destruccion de este tipo.
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Apc10/Doc1 podria desempenar esta funcién, ya que los mutantes que carecen
de esta subunidad son incapaces de unir sustratos (Passmore ef al, 2003). Asi,
APC/C dispondria de 2 receptores distintos (Cdc20 o Cdh1 y Apc10/Doc1) para el
reconocimiento de sefales de destruccion.

Recientemente, se ha identificado una secuencia de degradacién diferente en Cdc20,
denominada caja CRY (CRYxPS), necesaria junto con la caja KEN para su destruccién

dependiente de APC/C-Cdh1 (Reis ef al., 2006).

3.4. Regulacién de la actividad de APC/C

3.4.1 Fosforilacién de los componentes de APC

La fosforilacion de los componentes de APC/C es uno de los mecanismos
utilizados por la célula para modular su actividad. Asi, las subunidades con motivos
tetratricopéptidos (Apc3/Cdc27, Apc6/Cdc16, Apc7 y Apc8/Cdc23) y Apc1l son
fosforilados por el complejo ciclina B/Cdk1 (Peters ef al., 1996), lo que incrementa la
unién de Cdc20 y, en consecuencia, activa APC/C (Kraft ef a/, 2003). Por el contrario
la fosforilacién /in vifro de APC/C a cargo de PKA (Protein kinase A, proteina quinasa
A) inhibe la ubiquitinacion de la ciclina B, incluso en presencia de Cdc20 y Cdh1
(Kotani et al., 1998). La fosforilacién de Cdc20 no es necesaria ni para la unién ni para
la activacion de APC/C (Kramer ef al., 2000). Sin embargo, la fosforilacién de Cdc20
en los residuos Ser 50, Thr64, Thr68 y Thr 79 durante la mitosis es un requisito para la
inhibicion de APC/C por el SAC (Chung and Chen 2003).

La regulacién mediante fosforilacion de Cdh1 es necesaria ya que sus niveles
proteicos son relativamente constantes a lo largo del ciclo celular (Prinz ef al., 1998) e

incluso son detectables en tejidos que no presentan elevada actividad proliferativa
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como es el cerebro adulto (Gieffers ef al., 1999). Durante el ciclo celular, Cdh1 esta en
estado desfosforilado al final de la fase M y durante la fase G1, mientras que durante
la fase S y en las fases G2 y parte de M esta fosforilado (Zachariae ef al., 1998). En
eucariotas superiores la fosforilacion de Cdh1 al comienzo de la mitosis esta mediada
por el complejo ciclinaB/Cdk1 (Kramer ef al, 2000). La desfosforilacion de Cdh1 al
final de la mitosis se produce a cargo de la fosfatasa Cdc14, que es el efector final del
grupo de proteinas conocidas como MEN (mitotic exit network, red de la salida de
mitosis). Esta maquinaria esta poco conservada en mamiferos, aunque poseen
algunos ortdlogos. En experimentos /n vifro la proteina hCdc14a, ortélogo de Cdc14 en
humanos, puede desfosforilar Cdh1 y activar APC/C-Cdh1 (Bembenek and Yu 2001).
Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que Cdh1 es fosforilado por
Cdk5 en las neuronas postmitéticas (Maestre ef al, 2008), lo que provoca la
inactivacion del complejo APC/C-Cdh1 y la subsecuente acumulacion de ciclina B1 y

apoptosis neuronal (Almeida ef a/., 2005).

3.4.2 Inhibicién de Cdc20 y Cdh1 por el SAC

El SAC es un mecanismo molecular que retrasa el comienzo de la anafase
hasta que cada cinetocoro no se ha unido correctamente al huso mitético, lo que
garantiza la correcta segregacion de los cromosomas. Es activado por los cinetocoros
que no se han unido a los microtubulos y las cromatidas hermanas que carecen de la
tensién generada por los polos del huso. Los miembros del SAC incluyen Mad1
(mitotic arrest deficient 1), Mad2, MPS (quinasa que regula la localizacién de Mad1 y
Mad2 en los cinetocoros), Bub1, Bub3 y BubR1. La visidbn general del mecanismo

consiste en la unién de algunos miembros de SAC a los cinetocoros (no unidos a los
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microtubulos o carentes de tension). Esta unién genera una senal de parada de la
anafase, de manera que complejos de BubR1 y sus coinhibidores Bub3 y Mad2 se
unen a APC/C-Cdc20, inhibiéndolo (Sudakin et al/, 2001). A medida que cada
cinetocoro se va anclando a los microtubulos y éstos se van tensando, comienzan a
producirse sefales inhibitorias contrarias a la sefial de parada, que tras la correcta
unién del dltimo cinetocoro, provocarian la liberacion de las proteinas de control de
APC/C-Cdc20, activandolo de neuvo (Mao ef al., 2003).

Sin embargo, un trabajo reciente sobre las proteinas de transporte nuclear
Rae1 y Nup98 ha cambiado varios aspectos del modelo (Jeganathan ef al,, 2005) (Fig.
3-1). Los ratones mutantes que expresan bajos niveles de ambos factores, Nup 98 y
Rae1, presentan separacion prematura de las cromatidas hermanas (PMSC,
premature sister chromatid separation) y aneuploidia. Asi, Jeganathan y col. han
descrito que la degradacion de securina ocurre en la prometafase en lugar de la
anafase, mientras que la destruccion de la ciclina B1 se produce en el momento
correcto. En prometafase, la interaccion de Rae1 y Nup98 se produce especificamente
con APC/C-Cdh1, y no con APC/C-Cdc20, inhibiendo dicho complejo (Jeganathan ef
al., 2005). La disociacién de Rae1 y Nup98 de APC/C-Cdh1 coincide con la liberacion
de BubR1 de APC/C-Cdc20. Actualmente, se desconoce la sefal que desencadena la
union de Rae1 y Nup98 a Cdh1 asi como la que promueve su liberacion de APC/C-
Cdh1. Se ha sugerido que Rae1 forma un complejo con Bub1 localizado en los
cinetocoros no unidos al huso (Babu ef a/, 2003) que podria regular la unién de
Nup98-Rae1 a APC/C-Cdh1, de la misma forma en que Bub3-BubR1-Mad2 se unen a
APC/C-Cdc20 a través de la regulaciéon de otras proteinas del SAC asociadas a los

cinetocoros.
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Figura 3-1. Regulacién de APC/C en la transicién de metafase a anafase por el SAC. Durante la
prometafase, las proteinas del SAC, Mad2, BuR1 y Bub3 son activadas en los cinetocoros
(indicados en amarillo) que no estan unidos a microtubulos (indicados en verde), y liberadas
junto con los factores nucleocitoplasmicos Rae1 y Nup98. Los complejos Mad2-BubR1-Bub3 y
Rae1-Nup98 inhiben la capacidad de APC/C unido a Cdc20 y Cdh1 de ubiquitinar la securina o
la ciclina B1, respectivamente. En metafase, cuando todos los cinetocoros estan unidos a los
microtubulos, APC/C activado por Cdc20 y por Cdh1 ubiquitina a ambos sustratos, y, en
consecuencia, la separasa se activa y se inactiva Cdk1. La separasa destruye los complejos de
cohesina (indicados como circulos rojos), que mantenian unidas las cromatidas hermanas,
iniciandose su segregacion. Por otro lado, la inactivacion de Cdk1 lleva a la defosforilacién de

sus sustratos, lo que permite la salida de mitosis. Modificado de (Peters 2006).

3.4.3 Otros mecanismos de inactivacion de APC/C-Cdh1 independientes de la
fosforilacién

Ademas de la inactivacion de APC/C-Cdh1 durante la mitosis, en la transicion
de la fase G1 a la fase S también se requiere la disminucion de la actividad del
complejo. La inhibicion de APC/C-Cdh1 se produce no sélo a través de la fosforilacion

de Cdh1, sino también por inhibicion directa de la funcion de APC/C a través de la
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uniéon de la proteina Emi1 (early mitotic inhibitor 1, inhibidor mitético temprano 1). Este
inhibidor es necesario para la entrada tanto en fase S (Hsu ef a/, 2002) como en
mitosis (Reimann ef al., 2001b). Durante el ciclo celular, los niveles de Emi1 oscilan,
elevandose en fase S y disminuyendo durante la mitosis. En mitosis la fosforilacién de
Emi1 por Cdk1 y PIk1 inducen su degradacion proteosémica mediada por SCF-RTrCP:
lo que se requiere para la destruccién de la ciclina B1 (Margottin-Goguet et a/., 2003).

Por tanto, Emi1 generaria el espacio de tiempo necesario entre la activacion de
la actividad promotora de la mitosis del complejo ciclina B/Cdk1 y la activacién de
APC/C, que desemboca posteriormente en |la destruccién de la ciclina B1.

Aunque inicialmente se pensaba que Emi1 controlaba principalmente la
actividad de APC/C-Cdc20, hoy se sabe que es capaz de regular la de APC/C-Cdh1,
ya que puede asociarse a ambos complejos (Reimann ef a/, 2001b; Reimann ef al,,
2001a).

Durante la transicién entre las fases G1 y S, Emi1 se acumula gracias a la
activaciéon de E2F que induce su expresion (Hsu ef al., 2002). La presencia de Emi1
evita la degradacion de la ciclina A al bloquear la actividad de APC/C-Cdh1, lo que, a
su vez, permite la activacion del complejo ciclinaA/Cdk2. Esta actividad quinasica
actua como un feedback positivo que fosforila Cdh1, disociandolo de APC/C e

inactivando la ligasa.

3.5. APC/C-Cdh1 en el control de la fase GO/G1 y la progresién a la fase S
Dependiendo de la disponibilidad de nutrientes, factores de crecimiento y el
programa genético intrinseco de cada célula, las células entran en quiescencia (fase

GO0/G1) o contindan ciclando en un nuevo ciclo celular.
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Las células quiescentes presentan una actividad ciclina/Cdk muy baja. Este
estado se mantiene gracias a la accién de determinadas proteinas de bolsillo, como
son pRb, p107 y p130, Cdh1 y ciertos CKls. Las proteinas de bolsillo reprimen la
actividad de los factores de transcripcion E2F, que inducen la transcripcion de
reguladores positivos del ciclo celular como las ciclinas (A, By E) y la fosfatasa Cdc25
(Yamasaki and Pagano 2004). El complejo APC/C-Cdh1 activo interviene en la
degradacion de proteinas implicadas en el paso a fase S como las ciclinas A y B,
Cdc25A y Skp2. Esta ultima, activadora del complejo SCF, a su vez participa en la
degradacion de los CKls p21 y p27 (Cardozo and Pagano 2004). Por tanto, la
degradacion de Skp2 conlleva una acumulacidon de p27 que bloquea cualquier
actividad quinasica residual asociada a las ciclinas E y A.

Los estimulos mitégenos son capaces de inducir la entrada de las células en el
ciclo celular. Para ello, es necesario inhibir cada uno de los reguladores de la fase GO.
Esta inhibicién es producto de complejas cascadas de sefalizacién que comienzan en
la membrana y terminan con la activacion de Cdk1 y Cdk2. Ambas quinasas
permaneceran activas desde el final de la fase G1 hasta |la anafase. La fosforilacién de
los inhibidores anteriormente descritos para estas dos quinasas, ademas de otras en
el caso de las proteinas de bolsillo, provoca su inactivacion. Asi, las proteinas de
bolsillo fosforiladas se disocian de los factores E2F, permitiendo su activacion. La
fosforilacion de Cdh1 lleva a su disociacién de APC/C, inactivandose su actividad
ubiquitina ligasa. Finalmente, la fosforilacion de p21 y p27 determina su degradacion
mediada por el complejo SCF-Skp2. Una importante consecuencia de la activaciéon de

E2F es la transcripcién de Emi1. Ademas APC/C contribuye a su propia inactivacién ya

39



que interviene en la degradacion de su activador Cdh1y de su E2, UBCH10 (Lukas

and Bartek 2004) (Fig. 4-1).

G1 S

Figura 4-1. Inactivacién de APC/C-Cdh1 en la transicién de fase G1 a fase S. 1) Durante la fase
G1, la enzima conjugante 6 E2, UBHC10, se degrada por accién de APC/C-Cdh1, lo que lleva
al incremento de sus sustratos como la ciclina A 'y Skp2. 2) La ciclina A activa a Cdk2, 3) que a
su vez fosforila Cdh1, lo que determina su disociacion de APC/C. 4) A su vez, Cdh1 fosforilado
es ubiquitinado por SCF, activo gracias a la union de su activador Skp2, que, ademas,
interviene en la degradacion de p27, lo que también contribuye a la activacion de Cdk2. 5) Por
otro lado, las proteinas de bolsillo fosforiladas se disocian de las proteinas de la familia E2F, lo

que activa la transcripcién, entre otros, de Emi1, importante inhibidor de APC/C.
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4. FUNCION DE APC/C-Cdh1 EN EL MANTENIMIENTO DE LA QUIESCENCIA

PREVIA A LA DIFERENCIACION CELULAR.

4.1 Regulacién de los niveles de p27.

La proteina p27 fue la primera de las moléculas identificada como CKI, debido
a su capacidad de bloquear la actividad de los complejos ciclina E/Cdk2 y ciclina
A/Cdk2 en células paradas en fase G1 (Polyak ef al, 1994). Su efecto inhibidor se
produce a través de la unién tanto a la ciclina A como a Cdk2 (Russo ef al., 1996).

Aunque los niveles proteicos de p27 oscilan durante la progresiéon del ciclo
celular, alcanzando su maximo durante la fase GO0/G1, los niveles de mRNA
permanecen constantes. Por tanto, el principal mecanismo de regulacién de los niveles
de p27 es a través de la proteolisis dependiente del UPS (Pagano ef a/, 1995). No
obstante, la localizacién subcelular de la proteina desempefia un importante papel en
la regulacion de su actividad. Asi, el RA es capaz de estimular su acumulacion nuclear
durante la fase G0/G1, gracias a la fosforilacion del residuo Ser10 (Borriello ef al.,
20086), promoviendo su actividad. Sin embargo, la adiccién de sustancias mitégenas al
medio de cultivo de células quiescentes redistribuye una fraccién de p27 hacia el
citoplasma, inactivandolo (Rodier ef a/,, 2001).

La ubiquitinacion de p27 se desencadena por la fosforilacion del residuo Ser10
(Borriello et al., 2006). Posteriormente, la E3 ubiquitina ligasa SCF-Skp2 reconoce al
CKI p27 fosforilado y lo poliubiquitina, para que sea degradado por el proteasoma
(Carrano ef al,, 1999; Sutterluty ef a/, 1999). Aunque esta via es la mayoritaria, se ha
descrito que una pequefia proporcidn de p27 se degrada de manera independiente de

la actividad de Skp2 aunque dependiente de la actividad del proteosoma. Este proceso
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se ha atribuido a una E3 ubiquitina ligasa denominada KPC (KIP1 ubiquitylation-
promoting complex, complejo promotor de la ubiquitinacién de KIP1) que actla
ubiquitinando a p27 en el citoplasma entre el comienzo y la mitad de la fase G1
(Kamura ef al., 2004).

Algunos miembros de la familia de proteinas FoxO (Forkhead box-containing, O
subfamily, proteinas que contienen un dominio horquilla, subfamilia O) contribuyen a
incrementar los niveles de p27 mediante un mecanismo todavia desconocido
(Nakamura ef al, 2000). La degradacion de uno de sus miembros, FoxO1, es
dependiente de la fosforilacién en el residuo Ser256 por Akt y posterior ubiquitinacion
mediada por SCF-Skp2 (Huang ef al/, 2005). Por tanto, se ha sugerido que Skp2
podria regular también l|a concentracion de p27 indirectamente mediante la
ubiquitinaciéon de FoxO1. Ademas la ruta de las PI3K (Phosphatidil-inositol-3-kinase,
fosfatidil-inositol-3-quinasa) induce la expresion de SKPZ2 (Mamillapalli ef a/, 2001) y
Akt puede fosforilar directamente p21 y p27 impidiendo el bloqueo de la actividad

ciclina-Cdk (Bloom and Pagano 2003).

4.2 Regulacién de los niveles de Skp2.

El descubrimiento de la proteina Skp2 precedid a la identificacion de las
proteinas con motivo F-box como componentes de la ubiquitina ligasa SCF. Se
observé que una importante fraccién de los complejos ciclinaA-Cdk2 se asociaba con
tres proteinas (p9, p19 y p45) (Zhang et al, 1995), actualmente conocidas como Cks1,
Skp1y Skp2, respectivamente. En ese mismo estudio se describid que la expresion de

Skp2 era maxima durante las fases S y G2, pero no en la fase G1, a pesar de que los
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niveles de mRNA muestran ligeras fluctuaciones a lo largo de todas las fases del ciclo
celular (Wirbelauer ef a/., 2000).

Skp2 como activador del complejo SCF esta implicado en la degradacién de
diversas proteinas reguladoras del ciclo celular. Aunque p27 es su principal sustrato,
participa en la degradacion de otras moléculas como son otros CKls relacionados con
p27 (p21 y p57), p130, ciclina A, ciclina D1, ciclina E, E2F1, ORC1, CDT1, CDK9,
MYC, B-MYB, SMAD4, RAG2, UBP43, FOXO1 y papilomavirusE (revisado en
(Nakayama and Nakayama 2005)).

Inicialmente, en células quiescentes se observd que el descenso de los niveles
de Skp2 era debido a la autoubiquitinaciéon cuando esta proteina F-box se ensamblaba
en complejos con Cul1l (Wirbelauer ef al., 2000). Posteriormente, se demostré que la
disminucién de los niveles proteicos de Skp2 en la transicién G0/G1 son debidos a su
ubiquitinacién mediada por APC/C-Cdh1 (Bashir ef al., 2004; Wei ef al., 2004).

La degradacién de Skp2 mediada por el complejo APC/C-Cdh1 es dependiente
de la presencia de una caja D en el extremo amino terminal; asi, la deleccién de ésta
genera una proteina no degradable y activa en células en fase G1. Sin embargo, la
proteina Skp2 que carece de la caja D, conserva la capacidad de interaccionar con
Cdh1, ya que el sitio de unién de Skp2 con Cdh1 reside en una secuencia situada

entre los aminoacidos 45 y 94 (Bashir ef al., 2004; Wei et al., 2004).

4.3 Regulacion del eje Cdh1-Skp2-p27 en tumorigénesis y diferenciacion.
La funcion de p27 como supresor tumoral esta ampliamente aceptada, no sélo
por su actividad como CKI, sino por la informacién obtenida de los modelos animales,

en los que se observa que la mutacién de uno de los alelos del gen Cdknib, que
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codifica la proteina p27 en ratdn, da lugar a ratones mas susceptibles a la
tumorigénesis (Fero ef al, 1998). Sin embargo, en humanos la pérdida de uno de los
alelos del gen que codifica p27 es muy infrequente, y la mutaciéon del segundo alelo se
produce en raros casos (Kawamata ef a/,, 1995).

Existen numerosos estudios en los que se ha descrito una disminucion de los
niveles de p27 en tumores humanos, como canceres de colon, mama, proéstata,
pulmén, ovario, tumores cerebrales y linfomas, entre otros (Esposito ef a/, 1997; Loda
et al, 1997; Kawana ef al, 1998; Piva et al, 1999; Chiarle et al, 2000; Kudo et a/,
2001), lo que pone de manifiesto la importancia del control de la expresion de la
proteina. La desregulacion en la expresién de p27 es consecuencia de la
desregulacién de los mecanismos de control post-transcripcionales y, en muchos
casos, a la potenciacidén de su protedlisis (Bloom and Pagano 2003). Por tanto, las
proteinas involucradas en la degradacion de p27 tendran propiedades oncogénicas.
Asi, la expresion del gen SKPZ se correlaciona, inversamente con los niveles proteicos
de p27, asi como con el grado de malignidad en gran variedad de tumores (Gstaiger ef
al., 2001; Hershko et al/, 2001; Kudo ef al., 2001; Latres ef a/, 2001; Chiarle ef al.,
2002; Masuda et al/,, 2002; Yokoi ef al., 2003).

En modelos animales se ha observado que los ratones SkpZ2-/- son de menor
tamano que los controles, sus células contienen elevados niveles proteicos de p27 y
ciclina E libre, y presentan alteraciones como poliploidia, alargamiento de los nicleos y
endorreduplicacién, que desaparecen en los ratones dobles knockout para SkpZ/p27
(Kossatz ef al,, 2004).

En humanos, el gen SKPZ se encuentra con frecuencia amplificado vy

sobreexpresado en canceres de pulmoén (Yokoi ef al, 2004). En el caso de los
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neuroblastomas, los niveles de la proteina Skp2 no se correlacionan con la expresion
del oncogen MYCN (Bell et al., 2007). Sin embargo, se encuentran incrementados en
los neuroblastomas con mal prondéstico, tanto en aquellos con amplificacion de MYCN
como en los que no amplifican el oncogén. Asi, la elevada expresiéon de SKPZ2
constituye un marcador de mal pronéstico independiente del estado de MYCN, asi
como del estadio de la enfermedad, por lo que se ha sugerido que podria desempefar
una funcién en la progresion de este tipo de tumores (Westermann et a/., 2007).

Otras hipotesis que explicaria el incremento en los niveles de Skp2 es la
alteracion de su degradacién a través de distintos mecanismos, como son el aumento
en la expresién del inhibidor de APC/C, Emi1, observada en ciertos tumores (Hsu ef
al., 2002) o la mutaciéon en la secuencia de destruccién de Skp2, que impediria la
interaccion fisica con APC/C-Cdh1. Otras posibles causas podrian ser la disminucion
en la actividad de APC/C-Cdh1 por pérdida de uno de los alelos, ya que la pérdida
completa es incompatible con funciones celulares basicas como sugirié el fenotipo letal
del ratén Fzr-/Fzr- (Garcia-Higuera et al., 2008), o por desregulacion de las proteinas
del SAC (Baker ef al., 2006).

Ademas, existen numerosas evidencias de la participacion de los CKls de la
familia Cip/Kip en la regulacién de procesos de diferenciacion de diversos tipos
celulares. Recientemente, se ha observado que p27 regula el proceso de
neurogénesis coordinando los procesos de salida del ciclo celular, diferenciacién y
migracidon durante el desarrollo de la corteza cerebral (Nguyen ef a/., 2006).

Por otro lado, se ha descrito que pRb estimula el proceso de degradacién de
Skp2, mediante un mecanismo que implica la interaccion con APC/C-Cdh1. Ello

contribuiria al aumento en los niveles de p27, impidiendo asi la progresién de la fase
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G1 a la fase S por un mecanismo independiente de la represion de la transcripcion del
E2F (Binne ef al, 2007). Anteriormente, ya se habia observado que pRb activa los
procesos de diferenciacién y senescencia como consecuencia de su capacidad de
inducir la expresién de p27 por un mecanismo aun desconocido (Alexander and Hinds
2001).

El analisis de expresion de las distintas subunidades de APC/C en el cerebro
de ratén adulto puso de manifiesto la presencia de Cdh1 y de algunas subunidades de
APC/C en las neuronas de la corteza, el hipocampo y el cerebelo (Gieffers ef al,
1999). Tras este descubrimiento inicial, estudios posteriores han identificado diversas
funciones de Cdh1 en el sistema nervioso central. Asi APC/C-Cdh1 participa en el
crecimiento axonal (Konishi ef al, 2004), la supervivencia neuronal (Almeida ef al.,
200%5) y la funcion sinaptica (Cline 2003). Recientemente, se ha demostrado que la
actividad de APC/C-Cdh1 regula la capacidad glucolitica neuronal, desempefando asi
una funcion esencial en el control del metabolismo energético cerebral (Herrero-

Mendez et al., 2009).

4.4 Desregulacion de las proteinas del SAC en cancer

La mutacion, pérdida o aumento de la expresion de las proteinas del SAC
(como Mad2, Bub1, Bub3, BubR1), asi como de los factores de transporte nuclear
(Rae1 y Nup98) involucrados en la inhibidién del complejo APC/C durante
prometafase, también estan relacionadas con la inestabilidad genémica.

La pérdida total de MADZ es letal en embriones de raton debido a una
incorrecta segregacion de los cromosomas y apoptosis (Dobles ef a/, 2000). Incluso la

pérdida de una sola copia del gen MADZ afecta el SAC, dando lugar al desarrollo de
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aneuploidia y la aparicion de PMSCS (premature sister chromatid separation,
separacion prematura de las cromatidas hermanas) (Michel ef al., 2001). Aunque la
alteracion del SAC no parece ser esencial para la viabilidad celular per se, ya que si la
inactivacion de la expresion de MADZ tiene lugar simultaneamente a la de p53, no se
desencadena el proceso apoptético (Burds ef a/., 2005).

Igualmente, los ratones Bub3-/- mueren poco después de su implantacion en el
Utero (Kalitsis et al, 2000). Las células de estos ratones muestran caracteristicas
tipicas de una desregulacion de la mitosis. La pérdida de uno de los alelos de Bub3 da
lugar a una pérdida parcial de la funcién del SAC, asociada a una incorrecta
segregacion cromosomica y el desarrollo de moderada aneuploidia, aunque no
parecen ser propensos a la generacion de tumores espontaneos (Babu ef a/., 2003).

La proteina Rae1 (RNA export 1), también conocida como Gle2 o mrnp41, fue
inicialmente descrita como un factor de transporte que interviene en el exporte nuclear
de mRNA a través de los poros nucleares durante la interfase, formando un complejo
con la nucleoporina Nup98 (Pritchard ef a/., 1999). Su funcién como regulador mitético
se investigd a raiz de la extensa homologia que compartia con la proteina Bub3
(Larsen and Harrison 2004) y de su interaccién con Bub1 en los cinetocoros durante la
mitosis (Wang ef al, 2001). De hecho, los ratones Bub3-/+y los Rae7-/+ muestran
fenotipos similares, aunque en los dobles mutantes Bub3-/+/Rae1-/+ se acumula un
mayor numero de células aneuploides y la PMSCS es mas elevada, lo que demuestra
que son proteinas relacionadas, con papeles esenciales y cooperativos en el SAC
(Babu et a/,, 2003). Recientemente, se ha demostrado que la proteina Rae1 forma un
complejo con Nup98 que actua regulando la degradacion de la securina medidada por

APC/C-Cdh1 como se comenté anteriormente (Jeganathan ef a/,, 2005; Jeganathan ef
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al., 2006). Asi mismo, los ratones Rae 7-/+/Nup98-/+ presentan un fenotipo similar a los
Rael-/+.

Los ratones BubR7-/- también mueren durante el periodo embrionario. La
haploinsuficiencia de BubR1 conlleva igualmente a los fendmenos caracteristicos de
una alteracion en la regulacion mitética descritos anteriormente (Wang ef al., 2004).
Por otra parte la disminucidn en la expresion de BubR1 tiene lugar de manera
fisiologica durante el envejecimiento. En los ratones transgénicos en los que solo se
expresa un 10% de la proteina ademas de aneuploidia aparece una amplia variedad
de fenotipos asociados al envejecimiento, como son esperanza de vida reducida,
atrofia muscular, enanismo, lordosis, cataratas, pérdida de grasa subcutanea,
cicatrizaciodn deficiente e infertilidad, ademas de senescencia celular (Baker ef al.,
2004).

Asimismo los ratones Bub3-/+/Rae1-/+también desarrollan fenotipos asociados
al envejecimiento. Asi, las células procedentes de estos ratones entran de forma
prematura en senescencia y presentan elevados niveles de p19, p53, p21 y p16. En
cambio, este proceso no tiene lugar en ratones con haploinsuficiencia para uno de los

dos genes (Baker ef a/,, 2006).

48



5. LA FAMILIA MYC EN LA REGULACION DE LA EXPRESION GENICA

El proto-oncogen NMWYC fue identificado hace 2 décadas como una region
frecuentemente amplificada en neuroblastomas. Posee homologia con el oncogen
retroviral VMYC y su ortdlogo celular MYC (Schwab ef a/, 1983). NMYC junto con
MYCy LMYC constituyen la familia de oncogenes MYC. Todos los miembros de esta
familia de genes estan implicados en procesos celulares fundamentales como
crecimiento, proliferacién, apoptosis y diferenciacién a través de la activacion y la
represion de la transcripcion de diversos genes.

Debido a la similitud estructural y a las limitadas comparaciones que se han
hecho entre los distintos miembros de la familia de genes MYC es dificil separar las
funciones fisioldgicas que desempefia cada miembro, asi como el funcionamiento y la
regulacién. Por tanto, hablaremos de forma genérica de estos aspectos, salvo casos
concretos en los que se hayan observado diferencias entre el comportamiento de
NMYC con respecto a los demas miembros.

Se trata de factores de transcripcion del tipo bHLHZ (basic region-Helix-Loop-
Helix-leucine Zipper, con dominios regidon basica/hélice-lazo-hélice/cremallera de
leucina) (Fig. 5-1). Su actividad como activadores de la transcripcion requiere de la
unién con la proteina Max, formandose hetrodimeros Myc-Max que se unen a regiones
del DNA denominadas cajas-E localizadas en los promotores de los genes diana
(Blackwood and Eisenman 1991). Asi, Myc actia como regulador positivo de la
expresion génica a través de distintos mecanismos, bien induciendo cambios en la

estructura de la cromatina por acetilacién de histonas (Cheng ef a/,, 1999; McMahon ef
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al., 2000) o actuando sobre la RNA polimerasa Il (Eberhardy and Farnham 2001;

Cowling and Cole 2007).

wve v 77 o R TR TR -
NLS l l 439

Dominio de Dominio de
unién al DNA dimerizacion

Figura 5-1. Regiones identificadas en las distintas proteinas de la familia Myc. Los miembros de
la familia Myc, presentan en su estructura, secuencias de homologia altamente conservadas
entre c-Myc, N-Myc y L-Myc (denominadas como |, Il, llla, Illb y IV), salvo |la secuencia llla que
s6lo esta conservado en c-Myc y N-Myc.Dentro de la secuencia |V, se localiza la secuencia de
localizacion nuclear (NLS). El TAD (dominio de transactivacién) puede inducir la activacién
génica a través de la interaccién con otros dominios de unién al DNA. La regién basica (BR) es
responsable de la unién a las cajas E, candnicas y no canonicas, del DNA, junto con Max. Y el
dominio hélice-lazo-hélice-cremallera de leucina (HLH-LZ) es responsable de la interaccién con
Max. Modificada de (Meyer and Penn 2008).

La secuencia a la que se une con mayor afinidad el complejo Myc-Max es
C/GACCACGTGGTG/C, segun los resultados obtenidos /n vifro. En cambio, in vivo los
genes diana soélo requieren la presencia del nicleo CACGTG, conocido como caja-E
candnica. Sin embargo, existen otras cajas-E no canonicas (CACATG, CATGTG,
CACGCG, CATGCG, CACGAG, CACGTTG) también activas (Fernandez ef al., 2003;
Zeller et al, 2003). Max también puede formar homodimeros y heterodimeros con
miembros de las familias Mad y Mnt, a través de la regiébn HLHZ. Asi, los
heterodimeros Mad-Max y Mnt-Max se unen a la secuencia CACGTG bloqueando la

transcripcion (Nair and Burley 2006).
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Myc también puede reprimir el proceso de transcripcidbn por un mecanismo
independiente de la interaccion con las cajas-E. El proceso tendria lugar gracias a la
interaccion del dimero Myc-Max con activadores de la transcripciébn unidos a
elementos iniciadores, presentes igualmente en la regién promotora de los genes

diana.

Promotor Promotor

Figura 6-1 Regulacién transcripcional por las proteinas de la familia Myc. a) Los heterodimeros
de Myc-Max activan la transcripcion a través de la reclusion de diversos coactivadores
(complejos mediadores; histona acetiltransferasas como p300/CBP, GCNS5 TIP60; E3 ubiquitina
ligasa SCF-Skp2) a secuencias del DNA denominadas cajas E. La transactivacién por Myc, es
antagonizada por los complejos Mad-Max y Mnt-Max que reprimen la transcripcidon recluyendo
complejos con actividad histona deacetilasa (HDAC). b) La proteina Miz1 activa la transcirpcién
recluyendo a p300, a regiones iniciadoras presentes en los promotores de diversos genes. La
unién del heterodimero Myc-Max bloquea esta activacion interfiriendo en la union entre Miz1 y
p300y recluyendo la DNA metiltransferasa DMNT3a. CBP: proteina de union a CREB, RNA pol
I1: RNA polimerasa Il, SAP: proteina amiloide sérica. Modificada de (Adhikary and Eilers 2005).
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Entre estas proteinas activadoras se encuentran Miz1 (Myc-interacting zinc
finger 1), Sp1 (specifity protein 1), NPY (Nuclear Factor Y), TFlI-I (transcription factor
lI-I) e YY1 (yingyang-1).

Asi, Miz1 activaria la transcripcion de determinados genes recluyendo
acetiltransferasas de histonas, como co-activadores. La posterior unién del complejo
Myc-Max bloquearia el proceso de transactivacion desplazando la interaccion de Miz1
con sus co-activadores y recluyendo ademas co-represores como metiltransferasas

(Adhikary and Eilers 2005) (Fig. 6-).

5.1 Myc en ciclo celular y diferenciacién

Debido a los multiples procesos en los que esta implicado MYC, son muchos
los genes que han sido identificados como potenciales dianas. Actualmente, se estima
que Myc se une aproximadamente a 25.000 regiones dentro del genoma humano
(Fernandez ef al., 2003). Sin embargo, los sitios de unién in vivo exceden el nimero
de moléculas de Myc presentes, por tanto la union debe ser breve y transitoria, y, al
mismo tiempo, promover cambios duraderos en la organizacion de la cromatina
(Adhikary and Eilers 2005).

En relacién con la progresion del ciclo celular, Myc activa la transcripcion de los
genes que codifican para las proteinas Cdk4, la fosfatasa Cdc25A, ciclina D2 y la
familia E2F. Estimula, asimismo, la actividad del complejo ciclina E-Cdk2 a través del
blogueo directo o indirecto de p27 y, por induccion de 1d2, actia como antagonista de
pRb. Ademas, Myc reprime la expresidon de genes con efecto antiproliferativo como

gasi, gadd4s, p15y p27 (Knoepfler ef al., 2002).
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Recientemente se ha descrito que c-myc activa directamente la transcripcion
de los genes, MADZy BubR1, que codifican para dos de las proteinas del SAC, a
través de cajas-E presentes en los primeros intrones de sus secuencias.
Relaccionando a Myc con el control de la actividad de APC/C en la prometafase
(Menssen et al., 2007).

Existen pocos estudios sobre el papel de N-Myc en la regulacién del ciclo
celular, aunque resultados /n vivo e in vitro apuntan a que N-Myc puede reemplazar a
c-Myc (Malynn ef al., 2000).

La presencia de Myc durante el desarrollo es esencial, como se observa en los
ratones knockout tanto para NMWYC como MYC, que son inviables y mueren hacia la
mitad de la gestaciéon (Charron ef al., 1992; Davis ef al., 1993). Durante el desarrollo,
c-Myc se localiza frecuentemente en tejidos con elevado potencial proliferativo,
mientras que la expresion de N-Myc esta restringida a 6rganos como el rifién, el
cerebro, los linfocitos B y los foliculos pilosos, ademas de en células que se estan
diferenciando (Malynn ef al., 2000). Por tanto, los efectos de N-Myc en el ciclo celular
pueden diferir de los de c-Myc, al menos en el contexto de la diferenciacién. De hecho,
la pérdida de NMYC de manera condicional en células progenitoras neuronales de
ratén da lugar a la reduccion tanto del tamafio del sistema nervioso central como de la

poblacion de progenitores neuronales (Knoepfler ef al., 2002).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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El acido frans-retinoico (RA) desempefia una funcién fundamental en el
desarrollo del sistema nervioso central de mamiferos. Asi, el RA inhibe la proliferacién
de precursores neurales y promueve la neurogénesis en el cerebro adulto, lo que ha
servido para considerarlo como una posible herramienta terapéutica para el
tratamiento de neuroblastomas; de ahi que el conocimiento de la via de sefalizacion
responsable de estos efectos pueda tener gran importancia. Se sabe que el RA induce
la parada del ciclo celular en células de neuroblastoma humano en la fase G1, y que
este efecto estd asociado a la acumulacién de p27. Sin embargo, el mecanismo
molecular responsable de este fenémeno se desconoce.

La estabilidad de p27 esta regulada por Skp2, el activador de la E3 ubiquitina
ligasa SCF, encargada de promover la ubiquitinacion y posterior degradacion
proteosdmica de p27 al final de G1. Dado que APC/C-Cdh1 promueve la degradacion
de Skp2 durante G1, en el presente Trabajo nos planteamos como hipétesis que

APC/C-Cdh1 podria regular los efectos antiproliferativos y neurogénicos del RA.

En base a estos Antecedentes e Hipotesis, en el presente trabajo de Tesis

Doctoral nos propusimos desarrollar los siguientes Objetivos:

1. Investigar el efecto del RA sobre la expresidon de p27 y Skp2 en células de

neuroblastoma humano.

2. Estudiar la funcién de la E3 ubiquitina ligasa APC/C-Cdh1 en los efectos

antiproliferativos y neurogénicos del RA.

3. Dilucidar los mecanismos que regulan la actividad de APC/C-Cdh1 durante la

diferenciacion neuronal.
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MATERIAL Y METODOS
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I. CULTIVO DE CELULAS Y MANTENIMIENTO DE LINEAS CELULARES

1.1 Especie ensayada, condiciones del animalario y control de la edad

gestacional

Empleamos ratas albinas de raza Wistar, criadas y suministradas por el
Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca. Los animales se
criaron en jaulas y se mantuvo un ritmo de luz oscuridad de 12 horas, con la fase de
oscuridad entre las 20:00 y las 8:00 horas del dia siguiente. La humedad oscilé entre
el 45% y el 65% y la temperatura entre los 20°C y los 25°C. Los animales se
alimentaron ad libitum con una dieta sélida estandar (17% de proteinas, 3% de lipidos,
58,7 % de glucidos, 4,3% de celulosa, 5% de minerales y 12% de humedad) y tuvieron

en todo momento acceso libre al agua de bebida.

La edad gestacional de la rata se control6 limitandose a una noche el tiempo de
cohabitacién de las ratas virgenes con los machos. A las 9:00 horas de la mafana
siguiente se separaron aquellas que presentaban espermatozoides en el frotis vaginal,
acompanados de células epiteliales de la vagina caracteristicas del dia fértil del estro.
Bajo estas condiciones, el periodo de gestacion de la rata se asume que es de 21,7

dias.

Todos los tratamientos con animales cumplen con |la normativa vigente de la
comision europea del 18.06.2007 (2007/526/CE) y la legislacion espanola
(RD/1201/2005) sobre las lineas directrices relativas al alojamiento y cuidado de los

animales utilizados para la experimentaciéon y otros fines cientificos. Los protocolos
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fueron aprobados por el Comité ético para la Experimentaciéon Animal y Humana del

Instituto de Neurociencias de Castilla y Ledn (INCyL).

1. 2 Cultivo primario de neuronas

Para la realizacion del cultivo primario de neuronas se emplearon fetos de 16-
17 dias de gestacion (Brewer and Medina 1998). Todo el proceso se realizé en
condiciones de esterilidad una cabina de flujo laminar (TC48, Gelaire Flow
Laboratories, Virginia, EEUU) y a temperatura ambiente (excepto la tripsinizaciéon que
se realiz6 a 37°C). Tras sacrificar las gestantes por dislocacion cervical, se procedio a
una rapida histerectomia para la obtencion de los fetos. Con ayuda de tijeras, pinzas 'y
papel impregnado en etanol al 70%, se retir6 el craneo y se extrajo el cerebro (sin
cerebelo, ni bulbo). El tejido se disgregd en la solucion de disgregacion (NaCl 116 mM,
KCl 5,4 mM, NaH.PO4 1,01 mM, MgSOs 1,5mM, NaHCO3; 26 mM, D-glucosa 4 mM,
rojo fenol 10 mg/L, albumina fraccién V al 0,3% p/v y DNAsa Tipo | 20 pg/ml pH 7,1),
utilizando un bisturi y se dej6é sedimentar el tejido durante 4 minutos. Tras retirar el
sobrenadante, el tejido disgregado se incubd durante 15 minutos a 37°C en la solucién
de tripsinizacién (solucién de disgregacion suplementada con tripsina al 0,025% p/v),

agitandola suavemente a intervalos de 4 minutos.

La tripsinizacion se detuvo anadiendo suero fetal de ternera (FCS; Roche,
Roche Applied Science, San Cugat del Valles, Barcelona, Espafa) a una
concentracion final del 10% (v/v). A continuacién, se centrifugd durante 5 minutos a
500 x g. Seguidamente se aspird el sobrenadante y el sedimento se resuspendio

suavemente en la solucién de disgregacidén con una pipeta Pasteur de vidrio siliconada

62



unas 9 veces. Tras un periodo de sedimentaciéon de 4 minutos, el sobrenadante, que
contenia las células disociadas, se recogi6é cuidadosamente en un tubo de 50 ml. Este
proceso se repitid 2 veces mas. La combinacion de los sobrenadantes obtenidos se
centrifugd durante 5 minutos a 500 x g. El sedimento se resuspendiéo en 20 ml de
NEUROBASAL™ Medium (Gibco, Invitrogen, Prat de Llobregat, Barcelona, Espafa).
Una alicuota de esta suspension celular (10 pl) se mezcld con 30 pl de la solucion de
disgregacion, 40 ul de azul de tripano al 0,4% (v/v) para la determinacion del nimero
de células con una camara cuenta glébulos de Neubauer (Zeiss, Oberkochen,
Alemania). A continuacién, se pipeteé el volumen correspondiente de suspensién
segun el numero de células requerido para cada experimento y se diluy6 en el medio
de cultivo (NEUROBASAL™ Medium, B-27 Supplement 50X (Gibco) al 2% y glutamina
0,5 mM) (Brewer 1995; Brewer and Medina 1998). A continuacion, las células se
sembraron a una densidad de 2,5-10% en placas de poliestireno (Nunc, Roskilde,
Dinamarca) con una superficie de 10, 20 6 60 cm2, previamente tratadas con poli-D-
lisina 10 pg/ml (Sigma, Barcelona, Espafa). Las placas se mantuvieron en un
incubador (Forma 310, Thermo Scientific, Barcelona, Espana) termostatizado a 37°C,
con una atmésfera saturada de vapor de agua, compuesta por 95% de aire y 5% de

CO,. Cada 3 dias se realiz6 el cambio de la mitad del medio de cultivo.

2. Manipulacién y condiciones de cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares empleadas en este trabajo (Tabla M-1) se mantuvieron en
placas para cultivo celular en un incubador (Forma 310,Thermo Scientific). El medio de
cultivo empleado fue DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma)

suplementado con FCS (inactivado a 55°C durante 1 hora) al 10% (v/v) y los
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antibiéticos penicilina (100 u/ml), estreptomicina (100 ug/ml) y anfotericina B (0,25

pg/ml).
Linea celular Fuente Caracteristicas
Células neuroblasticas obtenidas por cultivo directo
Una copia del oncogen
SK-N-SH de la médula 6sea de pacientes con neuroblatoma MYCN
(ATCC, LGC Standards SL, Barcelona)
Sublinea obtenida a partir de SK-N-SH (Dra. Una copia del oncogen
SH-SY5Y
Carme Gallego) MYCN
Células neuroblasticas obtenidas por cultivo directo
SK-N-BE2 de la médula ésea de pacientes con Amplificacion del oncogen
neuroblastoma (ATCC, LGC Standards SL, MYCN (presencia de HSR)
Barcelona)
Células neuroblasticas obtenidas por diseccion de o
Amplificacién del oncogen
IMR-32 tejido abdominal de pacientes con neuroblastoma )
MYCN (presencia de DMs)
(ATCC, LGC Standards SL, Barcelona)

Tabla M-I: Caracteristicas mas destacadas de cada una de las lineas celulares empleadas.

Antes de que las células alcanzaran la confluencia, fueron resembradas en
dilucién 1:3, para lo cual se realizé un lavado con PBS ( NaCl 136 mM, KCI 27 mM,
NaH.PO4 7.8 mM, KHPO4 1.7 mM a pH 7.4, suplementado con los antibiéticos
mencionados anteriormente), para posteriormente ftripsinizarlas, durante 1 minuto,
empleando tripsina-EDTA (Sigma) diluida en PBS a una concentracion de 5 mg/ml y

una temperatura de 37°C. La tripsinizacion se par6 anadiendo FCS al 10% (v/v).

La manipulacién de estas células se realizé en condiciones de esterilidad, en
campana de flujo laminar y empleando materiales estériles para el contacto directo con

el cultivo celular.
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IL,TRATAMIENTOS CELULARES

1. Diferenciacion neuronal de las lineas de neuroblastoma mediante

tratamiento con acido trans-retinoico

El proceso de diferenciacién de la linea de neuroblastoma SH-SY5Y se indujo
como se describe en (Encinas ef al, 2000), y se aplicd el mismo protocolo para el
resto de lineas de neuroblastoma. Asi, las células se resembraron a una densidad de
12.000 células/cm? en placas de poliestireno previamente recubiertas con colageno de
cola de rata tipo | (BD Biosciences, San Agustin de Guadalix, Madrid, Espafia), a una
concetracion de 100 ug/ml preparado en acido acético 0,01 N, en el medio de cultivo
(DMEM suplementado con FCS al 10% v/v). Tras 24 horas en cultivo, se anadio acido
trans-retinoico (Sigma) a una concentracion final de 10 uM, a partir de una disolucion
10 mM preparada en DMSO (dimetil sulféxido). Las células estuvieron en presencia
del derivado retinoide durante 5 dias, realizandose un cambio de medio a los 3 dias
del comienzo del tratamiento. Posteriormente el medio se sustituydé por DMEM
suplementado con factor neurotréfico derivado de cerebro humano (BDNF, Peprotech,
Rocky Hill, New Jersey, E.E.U.U.) a una concentracion de 60 ng/ml. Después de 3
dias en presencia de BDNF, las células presentaron caracteristicas morfolégicas y
moleculares neuronales (Encinas ef al, 2000; Almeida ef al, 2005). La linea celular

SH-SY5Y fue la Unica que se traté con el BDNF.
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2. Transfeccion transitoria con DNA y RNA

Con el objetivo de aumentar o disminuir la expresion de determinadas
proteinas, se utilizd la técnica de lipofeccién para introducir en las células vectores

plasmidicos de sobreexpresion o siRNAs.

2.1. Trasfeccion con DNA

Las células se resembraron, 16 h antes de la transfeccion, a una densidad de
100.000 células/cm2 en DMEM, sin antibiético, suplementado con FCS (inactivado) al
10% v/v; asi la poblacion celular alcanzaba una confluencia del 80% en el momento de
la transfeccion. Las placas utilizadas para la resiembra se trataron previamente con
colageno de rata tipo I, en el caso de las lineas de neuroblastoma. La transfeccién se
realizé6 con el reactivo Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Los vectores utilizados para la sobreexpresién se

detallan en la tabla M-II.

En los casos en los que el vector no codifica la GFP, las células se co-
trasnfectaron con el vector pEGFPC1 en proporcidén 1:5 respecto al DNA total. Esto
nos permitio la cuantificacion de las células transfectadas mediante citometria de flujo,
asi como la observacion de los posibles cambios morfologicos a través de microscopia

de fluorescencia.

Vector Procedencia Secuencia del inserto Expresién de GFP

Vector de sobreexpresion en células de mamifero bajo control el promotor de citomegalovirus

cDNA completo de Skp2 wt
pIRES2-eGFP SKP2 | Este trabajo (EcoRI/EcoRlI) Codifica GFP
(Dr. M Pagano)
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pIRES2-eGFP
Este trabajo | cDNA Skp2 sin D-box (EcoRI/EcoRlI) Codifica GFP
Skp22Adb
Dr. P
pCS2-hEmi1 cDNA completo de hEmi1wt No codifica GFP
Jackson
cDNA completo de Rae1 wt (BamHI-
pcDNA3.1(+) Rae1 Este trabajo Xhol) (IMAGE:40032942, Gene No codifica GFP
Service)
pUHD10(Xhol-) Dr. M.
(Stanton ef a/., 1986) No codifica GFP
NMYC Schwab
BD Cadifica EGFP (variante
o de GFP con mayor
pEGFPC1 Bioscience cDNA completo EGFP
emisién de fluorescencia
Clontech -
y mayor expresion)

Vector de silenciamiento en células de mamifero mediante inducciéon de sintesis de shRNA bajo control

del promotor H1

pSuper.neo/gfp- (Almeida ef
5"-TGAGAAGTCTCCCAGTCAG-3’ Codifica GFP
Cdh1 al., 2005)
(Ohtsuka ef i i »
pSuper.neo/gfp-Luc /. 2004) 5"-CTGACGCGGAATACTTCGA-3 Codifica GFP
al,

Tabla M-Il. Relacion de los vectores empleados en las transfecciones transitorias con DNA.
Entre paréntesis se indican las secuencias de las enzimas de restriccion presentes en los

extremos de cada inserto.

2.2. Transfeccion transitoria con siRNA

El silenciamiento de la expresion génica a nivel post-transcripcional se realizd
mediante la transfeccion con siRNAs, utilizando lipofectamina™ 2000. Las células se
resembraron, 16 h antes de la transfeccion, a una densidad de 50.000 células/cm? en
las mismas condiciones descritas anteriormente para la transfeccion transitoria de
DNA. La poblacién celular presentaba una confluencia del 50% en el momento previo
a la transfeccion. La secuencia de los siRNAs empleados (cadena sentido 5'—3") se

detallan a continuacion:
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e siRNA RAE1: 5-GCAGUAACCAAGCGAUACA-3 (Blower et al., 2005)
(Dharmacon, Lafayette, Indiana, EEUU)

e siRNA NMYC: 5-UGAUCUGCAAGAACCCAGA-3" (Bell et al, 2006)
(Dharmacon, Lafayette, Indiana, EEUU)

e siRNA LUCIFERASA: 5-CUGACGCGGAAUACUUCGA-3’
(Dharmacon, Lafayette, Indiana, EEUU)

ll. CONSTRUCCION DE PLASMIDOS DE DNA RECOMBINANTE

Los vectores plasmidicos elaborados en este trabajo, descritos en la tabla M-II,
se construyeron bien por amplificacién del inserto mediante PCR (vectores pIRES2-
eGFP SKP2 y pIRES2-eGFP SKP2Adb) o bien mediante digestidn y posterior ligacion
del inserto en un nuevo vector de expresiéon (vector pcDNA3.1(+)RAE1). En ambos
casos, la amplificacidn de las construcciones plamidicas se llevd a cabo mediante
transformacion previa de células competentes de E. coli (DH5a). Seguidamente, se
aislé el DNA plasmidico, y se obtuvo la secuencia codificante de interés, que se ligo en
el vector correspondiente. En todos los casos, el vector fue digerido con las enzimas
de restriccion necesarias. Este analisis de restriccion permiti6 descartar las

contrucciones vacias, asi como las que no estaban clonadas correctamente.

1. Transformacién de células competentes de E.coli (DH5a)

Un volumen de 20 pl de plasmido fue afadido a 100 ul de células
competentes. La mezcla se incubd durante 30 segundos a 4°C, 45 segundos a42°Cy

2 minutos a 4°C. Seguidamente, se afiadieron 400 pl de SOC (bactotriptona al 2% plv,
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extracto de levadura al 0.5% p/v, NaCl 8,5 mM, KCI 2,5 mM, glucosa 20 uM y MgCl; 10
mM, pH 7,0) y se incubd durante 1 h a 37°C con agitacion (Forma Orbital Shaker
Modelo 420, Thermo Fisher Scientific). Finalmente, las bacterias transformadas se
sembraron en placas de LB-agar (bactotriptona al 0.1% p/v, extracto de levadura al
0.05% p/v, NaCl 170 mM y agar al 1.5 % p/v) en presencia del antibiético para el que
codifican resistencia y se mantuvieron en un incubador a 37°C, toda la noche. El DNA
de cada colonia transformada fue aislado y analizado mediante digestiéon con enzimas

de restriccion.

2. Aislamiento del DNA plasmidico

La obtencion a pequeha escala del DNA plasmidico de cada colonia
transformada se llevo a cabo mediante el método de la lisis alcalina (Birnboim and

Doly 1979), conocido comunmente como “Miniprep”.

La purificacion de DNA plasmidico a mayor escala se realizd con el kit Wizard
® plus purification system (Promega, Promega Biotech Ibérica, Alcobendas, Madrid,
Espana), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para ello partimos de una
colonia que contenia la construccion plasmidica correcta que fue incubada en 200 ml
de medio liquido 2xYT (bactotriptona al 1.6% p/v, extracto de levadura al 1% p/v, NaCl

85 mM) con antibidtico en agitacion a 37°C durante toda la noche.

3. Determinacion de la concentracion de acidos nucleicos

La concentracién de DNA se determind en un Biophotometer (Eppendorf,

Madrid, Espafa), determinando la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm.
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4. Digestion del DNA

Todos los vectores plasmidicos utilizados en este trabajo fueron digeridos con
diferentes enzimas de restriccion (Promega), siguiendo las instrucciones del
fabricante, para corroborar la correcta clonacion del inserto correspondiente.
Asimismo, los vectores vacios pIRES2-eGFP y pcDNA 3.1(+), asi como las secuencias
codificantes de las proteinas Skp-2, Skp-2Adb y Rae-1, se digirieron con las enzimas
indicadas en la tabla M-Il. Los vectores vacios ya linearizados fueron tratados

posteriormente con fosfatasa alcalina 1 U (Roche) durante 15 minutos a 37°C.

5. Electroforesis de fragmentos de DNA

Los fragmentos de DNA se separaron en funcién de su tamafo mediante
electroforesis en geles de agarosa (Sigma) preparados a una concentracion adecuada
(entre el 0.8% vy el 2% en relacién p/v, segun el tamafo de los fragmentos a separar)
en tampén TAE 1X (Tris 0,2M, acido acético glacial 0,1M y Na,EDTA-2H,0 5 mM) y
con bromuro de etidio 0.8 ug/ml. Las muestras de DNA se prepararon en tampén de
carga (azul de bromofenol al 0.03% p/v, cianol de xileno al 0.03% p/v, glicerol al 60%
vivy EDTA 60 mM) y agua ultrapura estéril, hasta igualarlas todas al mismo volumen.
La electroforesis se llevd a cabo a voltaje constante (40-100 V) en tampdn TAE 1X.
Como indicadores del tamano molecular se utilizaron marcadores de 1 Kb, 100 pb y 50
pb (Biotools, Madrid, Espana). Finalmente, las imagenes se captaron con una camara
digital acoplada al analizador de imagen Gel Doc 2000 (Biorad, Life Science,

Alcobendas, Madrid, Espafna).
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6. Purificacion y ligacion de fragmentos de DNA

La purificaciéon de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa se llevo a
cabo cortando la banda correspondiente, que se procesd con el sistema GenElute™

Gel Extraction Kit (Sigma), segun las instrucciones del fabricante.

Las construcciones de DNA recombinante se obtuvieron mediante ligacién de
los fragmentos purificados del inserto y el vector plasmidico. La ligacién se realizé con
la ligasa de DNA del fago T4 (Fermentas, Quiagen, Madrid, Espafia), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. La cantidad de fragmento (ng) utilizado fue
directamente proporcional al tamafio en Kb del fragmento e inversamente proporcional
al del vector. La ligacién se realiz6 a temperatura ambiente durante 1 h o a 16°C
durante toda la noche. Tras este periodo, se transformaron las bacterias competentes

con 1 uly 2 ul de la mezcla de ligacion.

7. Obtencién de los insertos SKP2 y SKP2Adb

Los insertos SKP2 y SKP2Adb se obtuvieron por PCR. Para ello, se prepararon
50 pl de mezcla de reaccién con los siguientes componentes: MgCl, 200 uM, tampon
standard 1X (Biotools), dNTPs (Roche) 200 uM, oligonucledtidos 5y 3" 1 uyM y DNA
polimerasa recombinante de 7hermus sp. 1 U. La secuencia de los oligonucleétidos

empleados se detalla en la tabla M-Ill.

Las condiciones de la PCR para todos los cebadores fueron: 1 x (95°C, 10

min), 40 x (95°C, 30 seg; 60,2°C, 30 seg; 72°C, 90 seg), 1x (72°C, 10 min) y 1x (4°C).
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Tamario
(pb)

Nombre Secuencia

Oligonucledtido 5”:
5"-GGAATTCCATGCACAGGAAGCACCTCCAGGAGATTCCAGA-3’
SKP2 Oligonucledtido 3”: 1291
5"-GGAATTCCTCATAGACAACTGGGCTTTTGCAGTGTCAGTC-3’

Oligonucledtido 5”:

5"-GGAATTCCATGCACCTGAGTAGCAACGTTGCCACCAGCTT-3’
SKP2Adb Oligonucledtido 3”: 1264

5'-GGAATTCCTCATAGACAACTGGGCTTTTGCAGTGTCAGTC-3’

Tabla M-Ill: Relacién de la secuencia de los oligonucleétidos utilizados en la PCR para la
obtencioén de los insertos SKP2 (cDNA completo del gen SKP2) y SKP2 Adb (cDNA mutado del

gen SKPZ, que carece de la secuencia de la caja de destruccion, D-box).

IV. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE PROTEINAS

1. Western blot

1.1. Obtencién de extractos proteicos totales.

La obtencion de los extractos proteicos totales a partir de células en cultivo se
realiz6 mediante lavado de la monocapa de células con PBS frio y posterior adiccidon
del tampdn RIPA (Na;HPO4 12,5 mM, Tritén X-100 al 1% v/v, SDS al 0,1% v/v, EDTA
10 mM, NaCl 150 mM pH 7, suplementado con los inhibidores de proteasas y
fosfatasas: aprotinina 10 ug/ml ,leupeptina 10 ug/ml, inhibidor de tripsina 10 pg/ml,
TLCK 100 uM, TPCK 100 yM , PMSF 100 uM, fenantrolina 1 mM, pestatina 10 pg/ml,
NaF 50 mM, ortovanadato sédico 1mM). A continuacion, el lisado celular se mantuvo

en hielo durante 5 minutos, se incub6é a 100°C durante 5 minutos, y se sometié a
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ultrasonidos (sonicador modelo 8891, Cole Parmer) durante 5 minutos. Finalmente, se
cetrifugd a 13000 x g durante 9 minutos y el sobrenadante se guardé a -80°C, para

posteriores analisis.

1.2. Obtencién de los extractos nucleares y citosélicos

Se realizd6 segun se describe en (Pagano ef al, 1993) con algunas
modificaciones introducidas en nuestro laboratorio. Las células se lavaron con PBS frio
que contenia MgCl, 1 mM. Seguidamente, se recogieron en un tampdn hipoténico
(HEPES 10 mM, MgCl; 1,5 mM, KCI 10 mM, EDTA 1 mM, NP40 al 0,1% v/v y
sacarosa 300 mM) suplementado con los inhibidores de proteasas descritos
anteriormente. Tras una incubacion en hielo durante 15 minutos, las muestras fueron
centrifugadas a 500 x g a 4°C, durante 5 minutos. El sobrenadante, que contiene el
extracto citosélico, se incubd a 100°C durante 5 minutos y se almacené a -80°C, para
su posterior procesamiento. La lisis de los nucleos celulares se produjo mediante
resuspension e incubacion del sedimento en un tampdn hiperténico (HEPES 50 mM,
MgCl; 1,5 mM, KCI 10 mM, EDTA 0,5 mM y NP-40 1% v/v) suplementado con los
inhibidores de proteasas y fosfatasas, durante 2 horas en hielo. Finalmente, el extracto

nuclear se hirvié y sonicé durante 5 minutos y se congel6 a -80°C hasta su utilizacion.

1.3. Cuantificacién de proteinas

Se realizé mediante el sistema colorimétrico BCA (Pierce, Cultek S.L., Madrid,
Espafa), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. El sistema consiste en

la formacion de un compuesto coloreado que presenta una absorbancia lineal a una
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longitud de onda de 562 nm que es proporcional a la concentracion de proteinas
presentes en la muestra. Inicialmente se realizdé una recta patrén, utilizando albumina

bovina (BSA) como control.

1.4. Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

La separacion de proteinas de cada muestra se llevd a cabo mediante
electroforesis unidimensional en geles de poliacriiamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Las proteinas (20-50 pg) se resuspendieron en tampdén de carga (2-
mercaptoetanol al 4% v/v, SDS al 8% p/v, azul de bromofenol al 0,02 % p/v, glicerol al
4% viv y Tris-base 250 mM) en un volumen correspondiente a la cuarta parte del
volumen final, se hirvieron durante 5 minutos y se centrifugaron a 13000 x g durante 9
minutos. Se utilizaron geles de poliacrilamida con un porcentaje comprendido entre el
8% y el 12% y un marcador de peso molecular (BenchMark™ Pre-stained Protein
Ladder, Invitrogen). La electroforesis se realizdé en un sistema de electroforesis vertical
(MiniProtean-3®, Bio-Rad Laboratories, California, EEUU) a voltaje constante entre
150-200 V, durante 45-60 minutos, en presencia de tampén de electroforesis (Tris 25

mM, SDS al 0,1% v/v y glicina 205 mM).

1.5. Electrotransferencia

Tras la electoforesis, se procedio a la transferencia de las proteinas del gel a
una membrana de nitrocelulosa (Hybond®, Amersham Bioscience, GE Healthcare,

Barcelona, Espafia) mediante electrotransferencia en un sistema Mini Trans-Blot®
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(BioRad Laboratories, California, EEUU). El tampdn de transferencia contenia Tris 25
mM, glicina 192 mM y metanol al 20% (v/v), pH 8,3. El proceso se llevd a cabo a un

amperaje constante de 250 mA a 4°C, durante 2 horas.

1.6. Inmunodeteccion

Tras la electrotransferencia, las membranas se bloquearon con una solucién de
leche al 5% (p/v; Svelfesse Nestlé) preparada en TTBS (Tris 2 mM, NaCl 50 mM,
Tween-20 al 0,1% v/v, pH 7,5) a temperatura ambiente durante 1 hora, disminuyendo
asi la unién inespecifica de los anticuerpos empleados en los siguientes pasos del

ensayo.

Tras lavar la membrana dos veces durante 5 minutos con TTBS, se procedi6 a
su incubacién con el anticuerpo primario (ver Tabla M-IV) en una solucién de BSA
(Sigma) al 2% (p/v) preparada en TTBS a 4°C durante toda la noche.
Esporadicamente, la incubacién se realiz6 a 37°C durante 3 horas. La
inmunodeteccidbn  se completé con la adiccibn de los compuestos
quimiolumininiscentes bien Supersignal (Supersignal™ West Dura, Pierce) o bien
luminol (Santa Cruz Biotechnology, Icn., Heidelberg, Alemania), segun los niveles de la
proteina estudiada. Las membranas se expusieron a una pelicula Kodak biomax XAR
(Sigma) vy, una vez reveladas, se digitalizaron para cuantificar la intensidad de las
bandas, utilizando un software para el tratamiento de imagenes (NIH Image, Wayne
Rasband, National Institute of Health, Bethesda, MD, EEUU). Los resultados se
normalizaron respecto a la sefal obtenida para la proteina GAPDH, utilizada como

control de carga.
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Anticuerpo Primario Tipo Especie Dilucién Procedencia
Anti-Ciclina B1 Monoclonal (GNS-1) Ratén 1/500 BD Pharmingen
Anti-Cdh-1 Monoclonal (AR-38) Ratén 110 Dr. J Gannon
Anti-GAPDH Monoclonal (6C5) Ratén 1/10000 Ambion
Anti-Gap43 Monoclonal (GAP-7B10) Raton 1/2000 Sigma
Anti-Map2 Monoclonal (AP-20) Ratén 1/1000 Sigma
Anti-Nup98 Policlonal Conejo 1/1000 Cell Signaling
Anti-N-Myc Monoclonal (NMYC-1) Raton 1/1000 Abcam
Anti-p27 Monoclonal (G173-524) Ratén 1/1000 BD Pharmingen
Anti-p21 Monoclonal (SXM30) Raton 1/500 BD Pharmingen
Anti-PCNA Monoclonal (24) Ratén 1/1000 BD Pharmingen
Anti-pRB Monoclonal (G3-245) Ratén 1/1000 BD Pharmingen
Anti-Rae1 Policlonal Cabra 1/2000 Abcam
Anti-Skp2 Monoclonal (SKP2-2B12) Ratén 1/250 Zymed
Anti-Skp1 Monoclonal (52/p19) Raton 1/1000 BD Pharmingen
Anti- Tau Policlonal Conejo 1/2000 Abcam
Anti-Topoisomerasa Il a Monoclonal (31/Topo lla) Ratén 1/200 BD Pharmingen
Anticuerpo Secundario Enzima conjugada Especie Dilucién Procedencia
Anti-Raton Peroxidasa de rabano Cabra 1/1000 Amersham
Anti-Conejo Peroxidasa de rabano Cabra 1/10000 Amersham
Anti-Cabra Peroxidasa de rabano Conejo 1/100000 Abcam

Tabla M-1V: Relacion de los anticuerpos primarios y secundarios empleados, especificando las

concentraciones experimentales utilizadas.

Tras ese periodo se realizaron 4 lavados, dos de 5 minutos y otros dos de 10

minutos con TTBS. A continuacion, se incub6é la membrana en TTBS que contenia

leche al 2% (p/v) y el anticuerpo secundario correspondiente a temperatura ambiente,

durante 1 hora Finalmente, la membrana se lavé 4 veces, como se ha descrito

anteriormente, realizandose en Ultimo lugar un lavado de 5 minutos con TBS (Tris 2

mM, NaCl 50 mM, pH 7,5).
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2. Inmunocitoquimica

Las células sembradas en placas de 10 cm? se fijaron con paraformaldehido al
4% (v/iv) en PBS, durante 30 minutos, y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.1%
(v/v) en PBS, durante 5 minutos. Posteriormente, las células se incubaron en la
solucion de bloqueo (PBS con Triton X-100 al 0,1% v/v y suero de caballo al 5% v/v) a

temperatura ambiente, durante 30 min.

Las células se incubaron en la solucion de bloqueo que contenia los
anticuerpos, anti-Map2 (1:200; Sigma), anti-Cdh-1 (1:5) o anti-Skp2 (1:50, Zymed), a
4°C durante toda la noche. Tras cuatro lavados con PBS, las células se incubaron con
el anticuerpo secundario conjugado con AlexaFluor488 & AlexaFluor594 (Molecular
Probes®, Invitrogen) a temperatura ambiente, durante 1 hora. Finalmente, las placas
se lavaron tres veces con PBS y se incubaron en PBS que contenia DAPI (10 uM;

Sigma) a temperatura ambiente, durante 15 minutos.

Tras lavar dos veces con PBS y una vez con agua estéril, se tomaron
microfotografias con un microscopio invertido de fluorescencia (Leica IM-50) acoplado

a una camara digital (Leica DC-100).
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V. ESTUDIO DE LA TRANSCRIPCION: CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE

mRNA

1. Extraccion de mRNA total

Para la extraccion y purificacion de mRNA total de los cultivos celulares se
utilizé el kit Genelute™ Mammalian Total RNA Kit (Sigma), siguiendo las instrucciones

del fabricante.

2. Cuantificacion de mRNA total

La cuantificacion del mRNA se llevd a cabo espectofotométricamente a una
longitud de onda de 260 nm, utilizando el Biophotometer (Eppendorf). Asimismo, la
calidad del mRNA se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa del 0,8% (p/v)
preparado en tampon TAE 1X (que contenia dietilpirocarbonato, DEPC) con bromuro
de etidio 0.8 pg/ml. El tampén TAE 1X fue también empleado como tampén de la
electroforesis. Las muestras se suspendieron en tampén de carga (glicerol al 50% v/v,
EDTA 1 mM, azul bromofenol al 0,4% p/v y cianol de xileno al 0,4% p/v). Las muestras
en las que se observaban 2 bandas nitidas (correspondientes a los rRNAs 28S y 18S),

fueron utilizadas para posteriores analisis.
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3. Northern Blot

3.1 Electroforesis de RNA total en condiciones desnaturalizantes en gel de

agarosa-formaldehido

Se partié de 10 uyg de RNA total. Tras evaporacién a vacio del disolvente, se
afiadié a cada una de las muestras una mezcla de carga compuesta por: tampén de
carga (detallado anteriormente) al 10%, MOPS 10X al 10%, formamida al 50%,
formaldehido al 15%, en relacién v/v. La solucién de MOPS 10X se preparé con MOPS
0,2 M, acetato de sodio 0,02 M y EDTA 0,01 M, pH 7. Las muestras se calentaron a
65°C durante 10 minutos y se cargaron en un gel de agarosa al 1% (p/v), MOPS 10X
al 10% (v/v), formaldehido al 6% (v/v). La electroforesis se llevé a cabo en tampén de

electroforesis MOPS 1X a 30V, durante 6 horas.

3.2 Transferencia del RNA del gel de agarosa/formaldehido

El RNA se transfiri6 a una membrana de nylon (GeneScreen Plus, NEN Life
Science, Boston, M.A., EEUU), durante toda la noche, utilizando como tampén de
transferencia SSC 10X (Citrato trisédico 150 mM y NaCl 1,5 M, pH 7). A continuacion,
el RNA se fij6 a la membrana mediante radiacion ultravioleta (UV Stratalinker, Mod.

2400, Genetic Res. Instruments, Essex, Reino Unido).

3.3 Marcaje de la sonda e hibridacién

Se utilizaron 20 ng del cDNA de la sonda correspondiente. Esta se
desnaturalizé a 100°C, durante 5 minutos, y, posteriormente, se incubd en hielo

durante 1 minuto. El marcaje radiactivo de la sonda se llevé a cabo por “random
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priming” (Feinberg and Vogelstein 1983), para lo cual se incub6é con una mezcla de
hexadesoxirribonucleotidos (Boeheringer Mannheim, Roche), desoxinucleétidos
(dATP, dGTP y dTTP, Boehringer Mannheim) 0,025 mM, [a- P32]dCTP 20 uCi, y la
enzima Klenow 2 U, a 37°C durante 2 horas. Para la purificacién de la sonda se utilizé

una columna de Sephadex®G-50 (Sigma).

Antes de la hibridacion con la sonda, las membranas se hidrataron con agua
con DEPC vy, después, con SSC2X, durante 10 minutos. A continuacion, se incubaron
a 65°C en la solucién de prehibridacién (SDS al 1% p/v, NaCl 1M, dextran sulfato al
20% p/v), que contenia la sonda radiactiva (previamente hervida durante 5 minutos).
La hibridacion se realizd a 65°C durante 18 horas. Posteriormente, se realizaron 3
lavados con una solucion de SSC 2X suplementado con SDS al 1% v/v a 65°C,
durante 10 minutos, el primero, y 30 minutos, el resto, y, posteriormente, se realizd un
ultimo lavado a temperatura ambiente con una solucion de SSC 0,1X, durante 30

minutos.

Finalmente, la membrana se envolvid en plastico y se expuso a una pelicula
autorradiografica (Kodak biomax XAR film), durante una semana. Para cuantificar la
intensidad de las bandas las peliculas se digitalizaron, utilizando el programa NIH
Image (Wayne Rasband). Los resultados se normalizaron respecto a la sefial obtenida

para la ciclofilina, utilizada como control de carga. Como sondas se utilizaron:

¢ Ciclofilina (numero de acceso: M19533): un fragmento de 767 pb

correspondiente al cDNA completo de rata.

e SKP-2 (numero de acceso : AB070979): un fragmento de 1275 pb

correspondiente al cDNA humano completo.
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e Rae-1 (niumero de acceso: BC106924): un fragmento de 1429 pb

correspondiente al cDNA humano completo.

e Cdh-1 (numero de acceso NM_016263): un fragmento de 3615 pb

correspondiente al cDNA humano completo.

4 RT-PCR semicuantitativa

4.1 Retrotranscripcién (RT)

El RNA (1 ug) se diluyd, hasta un volumen final de 10 pl, con agua con DEPC
en un tubo de microcentrifuga (PCR 8-strip tubes, eppendorf) y se incubdé a 70°C,
durante 10 minutos. Seguidamente, se anadieron el resto de los componentes de la
mezcla de reaccién: MgCl, 5 mM, tampén de transcripcion reversa 1X (Promega),
dNTPs (Roche) 500 uM, inhibidor de ribonucleasas (Promega) 2 U, retrotranscriptasa

del virus de la mieloblastosis aviar (Promega) 0.5 U y oligo (dT)+s (Promega) 0.5 ug.

La sintesis del cDNA se realiz6 mediante incubacion a 42°C, durante 60
minutos en un termociclador (Mastercycler epgradient S, eppendorf). Finalmente, la

retrotranscriptasa se inactivd por incubacion a 95°C, durante 5 minutos.

4.2. Amplificacién del cDNA obtenido por retrotranscripcion

En cada PCR se utilizaron dos pares de oligonucleétidos, uno para amplificar el
problema y otro para la GAPDH, que se uso de patron interno. El cDNA (5 ul) producto
de la retrotranscripcion se afadié a la mezcla (volumen final de 50 pl) compuesta por:
MgCl, 200 uM, tampédn standard 1X, dNTPs 200 pM, oligonucleétidos 5"y 3" 0,5 uM, y

la DNA polimerasa recombinante de 7hermus sp. 1 U. Los oligonucledtidos utilizados

81



se detallan en la tabla M-V. Las condiciones experimentales de todas las mezclas
fueron iguales, ajustandose en cada caso la temperatura de anillamiento especifica
para cada pareja de cebadores. 1 x (95°C, 10 min), 35/40 x (95°C, 30 seg;

55,5/55,8/54°C, 30 seg; 72°C, 45 seg), 1 x (72°C, 10 min), 1 x (4°C).

Los cebadores (Tabla M-V) se disefiaron de manera que amplificaran una
region comprendida entre dos exones distintos, lo que elimina la posibilidad de
considerar senal de contaminacién gendémica como sefal de expresion génica. Los
productos obtenidos por retrotranscripciéon se analizaron al menos en dos PCRs con
distinto numero de ciclos de amplificacion, para asegurar que ésta se encontraba en la

fase exponencial.

Nombre Secuencia Tamaiio (pb) | Temp (°C)
Oligonucledtido 5”: 5-CTGGCGTCTTCACCACCAT-3’
(Yuan et al., 2008)

GAPDH | Gjigonuclestido 3': 5-AGGGGCCATCCACAGTCTT-3" 279 57.9
(Yuan et al., 2008)

Oligonucledtido 5: TCCTCAAGAGGTGCCACG-3’
(Perini et al., 2005)

Oligonucledtido 3: TCGGTTGTTGCTGATCTGTC-3"
(Perini et al., 2005)

Oligonucleétido 5: ACCCTGAGCGATTCAGATGAT-3"
(Johnsen ef al.,, 2008)

Oligonucledtido 3: GTGGTGACAGCCTTGGTGTT-3"
(Johnsen ef al.,, 2008)

Oligonucledtido 5: TGGACAGACCATTCCAAAAGCC-3’
Oligonucledtido 3: CATGCTGTGCGATCTGTATCGCT-3"

CMYC 134 55.5

NMYC 113 54

RAE 1 158 55.8

Tabla M-V: Secuencias de los oligonucleétidos empleados en RT-PCR semicuantitativa.
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VI ANALISIS DEL CICLO CELULAR: MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

1. Andlisis de la incorporacién de bromodesoxiuridina

Para la determinacién de la incorporacion de bromodesoxiuridina (BrdU), se
utilizé el sistema comercial APC BrdU Flow Kit (BD Bioscience). Tras la transfeccién e
incubacién con acido retinoico (10 uM) durante 2 6 3 dias, las células se incubaron en
medio de cultivo que contenia BrdU 10 uM, durante 6 horas. La BrdU incorporada al
DNA celular se determiné mediante el marcaje con el anticuerpo monoclonal anti-BrdU
unido al fluorocromo APC. Posteriormente, se analizaron las senales de fluorescencia

en el citdbmetro de flujo FACScalibur.

2. Tincién con yoduro de propidio

Las células se tripsinizaron, se lavaron con PBS y se fijaron con
paraformaldehido al 1 % en PBS (v/v) a temperatura ambiente, durante 15 minutos.
Posteriormente, se incubaron con etanol al 70% (v/v) a 4°C, durante toda la noche.
Tras 3 lavados con PBS, se tifid con yoduro de propidio 30 ug/ml y RNasa 0.5 ug/ul a
37°C, durante 2 horas. Finalmente, las muestras se analizaron en el citdmetro de flujo

FACScalibur.
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VII ESTUDIO DE LA REGULACION DE LA TRANSCRIPCION

1. Co-inmunoprecipitaciéon de cromatina (Chip)
1.1 “Cross-linking” del DNA con las proteinas asociadas

Las células (6-108) de neuroblastoma SK-N-BE2 se fijaron con formaldehido al
1% en PBS (v/v) en presencia de inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM, pepstatina 1
MM, aprotinina 1 pg/ul, y leupeptina 1 pg/ul) con agitacion a temperatura ambiente,
durante 10 minutos. El proceso se pard mediante la adicién de glicina 0,125 M. Las
células se centrifugaron a 500 x g (4°C, 5 minutos) y el precipitado se lavdé con PBS
(con inhibidores de proteasas) y se incub6 en el tampén de lisis | (Pipes 5 mM, KCI 85
mM, NP-40 al 0.5% v/v e inhibidores de proteasas, pH 8) a 4°C, durante 10 minutos.
Seguidamente, los nucleos se aislaron mediante centrifugacion a 3000 x g (4°C, 5
minutos) y se incubaron en tampon de lisis || (SDS al 1 % p/v, EDTA 10 mM, Tris 50

mM e inhibidores de proteasas, pH 8,0) a 4°C, durante 10 minutos.

1.2 Obtencién de una solucion de cromatina soluble

El lisado de nucleos se sonicd (30 ciclos, 30 segundos ON/ 30 segundos OFF,
por ciclo) en un sonicador Diogenode Bioruptor, a 4°C y se centrifugd a 17900 x g.

(4°C, 10 minutos), consiguiéndose asi una solucién de cromatina soluble.

Antes de proseguir con la técnica, se revirtié el “cross-linking” en 100 ul de
muestra y se corroboro que el tamafo del DNA (2 ug de muestra) era inferior a 500 pb,

mediante electroforesis en gel de agarosa del 1% p/v.
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1.3 Inmunoprecipitacién de cromatina

La cromatina sonicada (25 upg) se diluyd (1:10) en tampdédn de
inmunoprecipitacion (Triton X-100 al 1% v/v, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM, Tris 20 mM,
pH 8.1) y se aclaré mediante incubacién con bolas de proteina A/G agarosa (Santa
Cruz Biothecnology) en agitacion a 4°C, durante 2 horas. Posteriormente, la cromatina
se alicuot6 en 3 partes iguales y se incubd con el anticuerpo anti-N-Myc (10 pg; Santa
Cruz Biotechnology), el anticuerpo anti-Histona H3 (2 ug; Santa Cruz Biotechnology) o
en ausencia de anticuerpo, y con 2 ug de DNA de esperma de salmén sonicado, en

agitacién a 4°C, durante toda la noche.

Los inmunocomplejos se capturaron mediante incubacion con bolas de proteina
A/G agarosa, previamente bloqueadas con DNA de esperma de salmén (0.2 pg/ul),
con agitacion a 4°C, durante 2 horas. Posteriormente, se realizaron tres lavados con
una solucién de bajo contenido en sal (NaCl 150 mM, Sacarosa al 13.5% p/v, Triton X-
100 al 1 % v/v, SDS al 0.2 % p/v, NaN3 al 0.02 % p/v, EDTA 5 mM, Tris 20 mM, pH 8),
seguido de dos lavados con una solucién de alto contenido en sal (NaCl 500 mM,
Triton X-100 al 1% v/v, deoxicolato de sodio al 0.1 % p/v, NaNs;al 0.2 %, EDTA 1mM vy
HEPES 50 mM a pH 7.5). A continuacién, se realizaron 2 lavados con una solucion
que contenia LiCl (NP-40 al 0.5 %, deoxicolato de sodio al 0.5%, LiCl 250 mM, NaN; al
0.2 %, EDTA1 mM y Tris 10 mM, pH 8). Finalmente, el ultimo lavado se realizd con
una solucién de TE (Tris 10 mM y EDTA 1mM, pH 8). Los inmunocomplejos se
eluyeron con una solucién de SDS al 1% (p/v) y NaHCO3; 100 mM a temperatura

ambiente, con agitacién durante 1 hora.
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1.4 Reversion del “cross-linking” y purificacion del DNA

La unién de las proteinas al DNA se revirti6 mediante incubacion de las
muestras con NaCl 200 mM con agitacion a 65°C, durante toda la noche. A
continuacion, las proteinas se digirieron mediante incubacién con proteinasa k (20 ug;

Sigma) en presencia de Tris 10 mM y EDTA 4 uM, a 45°C durante 2 h.

Finalmente, el DNA se obtuvo mediante extraccién con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), y posterior precipitacion con 1ml de etanol al 100% a -80°C.

Finalmente, se resuspendié en 50 ul de TE (Tris 10 mM y EDTA 1mM, pH 8).

1.5 Amplificacién por PCR del DNA inmunoprecipitado

El DNA extraido (3 ul) se anadié a la mezcla de reaccién compuesta por:
MgCI2 200 pM, tampdn standard 1X, dNTPs (Roche) 200 uM, oligonucleétidos 57y 3°

0.5 uM y DNA polimerasa recombinante de Thermus sp. 1 U.

El resultado de la PCR correspondiente a la muestra que se inmunoprecipitd
con anti-Histona H3, se utilizd6 como control positivo. El resultado de la PCR
correspondiente a la muestra que se incubé en ausencia de anticuerpo, se utilizé para

descartar posibles falsos positivos.

Las condiciones experimentales fueron las mismas para todos los cebadores
utilizados: 1 x (95°C, 10 min), 38 x (95°C, 30 seg; 62°C, 30 seg; 72°C, 45 seg), 1 x

(72°C, 7 min), 1 x (4°C).

Los oligonucledtidos (Tabla M-VI) se disefiaron de manera que amplificaran
una region en torno a secuencias de reconocimiento E-box (candnicas o0 no canonicas)

presentes en la regién promotora de los diferentes genes estudiados. En el disefio se
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tuvieron en cuenta el tamafo de la region amplificada (igual o inferior a 300 pb) y la
temperatura de anillamiento (de 62°C en todos los casos), para aumentar la
especificidad del resultado. Los oligonucleédtidos disenados para amplificar el gen
PTMA (protimosina-a) se utilizaron como control positivo, ya que se ha descrito que N-
Myc induce su expresion (Westermann ef a/, 2008). Como control negativo, se utilizé
una pareja de oligos disenada para amplificar una secuencia de la Rae7 (dentro del
intron 5-6) que no presentaba ninguna secuencia E-box dentro de ella ni a 2 Kb de

distancia hacia ambos extremos 56 3".

Gen, Secuencia/

posicién de E-box Secuencia Tamaiio (pb)

Oligonucleétido 5":5"-ATCTTGTGTGTGGCACAGGT-3

(Slack et al., 2005)

PTMA, CACGTG/-334 300
Oligonucleétido 3:5- TCGTCTCTGGAGCCAGTTGG- 3°

(Slack et al., 2005)

Oligonucleétido 5:5"- AGCGGCTACATCAACTTTGG - 3°
Rae1, CATGTG/-56 218
Oligonucleétido 3":5'- CCTTAAGCCTGCGGTAGAAA - 3°

Rae1, ninguna /dentro Oligonucledtido 5:5- CCTTCCATTTCTCGTGTTCC -3°

de regién amplificada | Oligonucledtido 3":5'- CTCTCCTCAATCACACACACAA -3° 188

Tabla M-VI: Oligonucleotidos empleados en la PCR.

VIIl. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media
de, como minimo, tres experimentos independientes. El analisis estadistico se
realizd6 mediante el analisis de varianza (ANOVA). Los valores se consideraron

significativos cuando p<0,05.
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1. Efecto del acido frans-retinoico sobre la progresién del ciclo celular y el proceso de

diferenciacion en la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y

Con objeto estudiar el mecanismo mediante del cual el RA induce la
diferenciacion neuronal hemos utilizado el modelo de diferenciacion /in vitro de la linea
de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Esta linea celular es el tercer subclon
establecido a partir de la linea SK-N-SH, obtenida a su vez de la biopsia de médula
6sea de un paciente con neuroblastoma (Biedler ef a/., 1973). Este subclon presenta la
ventaja de poseer una elevada proporcién de células neuroblasticas (tipo N) que
diferencian hacia un fenotipo neuronal en presencia de RA a concentraciones

fisiologicas (Encinas ef al., 2000).

1.1 El acido frans-retinoico induce la diferenciacién neuronal de la linea celular
de neuroblastoma SH-SY5Y

Nuestro primer objetivo fue corroborar los cambios morfolégicos y en la
expresion de marcadores neuronales en las células SH-SY5Y incubadas en medio
completo (DMEM suplementado con FCS inactivado al 10%) en presencia de RA
(10uM) durante los tiempos indicados en la Fig. 1. Asi, mediante microscopia de
contraste de fases observamos que el RA induce la diferenciacién de las células hacia
un fenotipo neuronal, como muestra la extensién progresiva de las neuritas (Fig. 1a'y
1b), y la agrupacién de los cuerpos celulares (Fig. 1a). Estos cambios morfoldgicos se
acompafaron de incrementos paralelos en la expresion de diversos marcadores
neuronales. Asi, los niveles de marcadores de crecimiento dendritico, Map?2

(Microtubule associated protein-2), y Tau (miembro de la familia de las MAPSs),
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aumentaron progresivamente a lo largo del tratamiento con RA. Asimismo, la

expresion del marcador de crecimiento axonal Gap43 (growth associated protein 43)

fue detectable al quinto dia de incubacién con RA (Fig.1c).
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Figura 1. Caracterizaciébn de la diferenciacién neuronal inducida por RA en la linea de

neuroblastoma humano SH-SY5Y. (a) La incubacion de las células SH-SY5Y con RA induce la

extensién de neuritas y la agrupacion de los cuerpos celulares caracteristicas de neuronas

post-mitéticas, como se aprecia en las imagenes de microscopia en contraste de fases. (b) El

RA induce el progresivo incremento en la longitud de las neuritas, cuantificada con el software

NIH image 1.61. (c) El RA incrementa la expresién de los marcadores neuronales, Map2,

Gap43 y Tau, analizada mediante western blot en células SH-SY5Y a lo largo del proceso de

diferenciacion. GAPDH se utilizé como control de carga de proteinas. *p<

condicién previa correspondiente.

0,05 respecto a la

92



1.2 El RA actia negativamente sobre la progresiéon del ciclo celular en las
células SH-SY5Y

Por otro lado, uno de los efectos bioldgicos mejor caracterizados del RA es la
inhibicidon de la proliferacion celular, mediante el incremento de la expresion proteica
de p27 en la fase G1 del ciclo celular (Matsuo and Thiele 1998; Nakamura ef al.,
2003). La distribucion de la poblacién celular de la linea SH-SY5Y en las distintas
fases del ciclo se determiné mediante tincién con yoduro de propidio tras incubacién
de las células con RA durante diferentes tiempos de incubacioén. Las células ciclando
(no tratadas con RA) mostraron un perfil de una poblacién en crecimiento asincrénico,
con aproximadamente un 50% de la poblacion en fase G0/G1. El tratamiento con RA
incremento la poblacion celular en la fase GO/G1, al mismo tiempo que se produjo una
paulatina disminucién de la proporcion de células en fase Sy G2/M (Fig. 2a). Mediante
western blot analizamos los niveles proteicos de PCNA (proliferating cell nuclear
antigen), el estado fosforilado de pRb (ambos indicadores de progresién en fase S) y
la expresion de los CKls, p27 y p21, como marcadores de fase GO0/G1. Asi, la
expresion de PCNA disminuyd progresivamente como consecuencia del tratamiento
con RA; y la hiperfosforilacion de pRb (forma inactiva de la proteina) también
disminuyd con el tratamiento con RA hasta desaparecer a los 5 dias (Fig. 2b). Por el
contrario la expresion de los CKls ensayados, p21 y p27, se incrementd a medida que
transcurria el proceso de diferenciacién (Fig.2b). Por tanto, el tratamiento con RA
induce la parada de las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y en la fase G0O/G1
del ciclo celular, asi como su diferenciacion a neuronas post-mitoticas, en

concordancia con estudios previos (Encinas ef a/, 2000; Aimeida ef a/,, 2005)

93



1007m gorg1 - & b o
Us @‘:“ P
B G2m = =
80 - .
- das - (<PCNA
£ 60
lﬁ ..- -« pRb
= 40
= e @D | =< p27
= . W | p21
-« GAPDH
i} {.,EF ‘_ﬁ? ?.hb T N —
& &8

Figura 2. Efecto del RA sobre la distribucién de las células SH-SY5Y en las diferentes fases del
ciclo celular. (a) En las células SH-SY5Y incubadas a distintos tiempos con RA (ciclando, 2y 5
dias), se observd un progresivo incremento en la poblacion celular en fase GO/G1 mediante
tincion con yoduro de propidio y posterior analisis por FACS. (b) El RA disminuye los niveles
proteicos de PCNA vy el estado fosforilado de pRb, a la vez que incrementa la expresion

proteica de p27 y p21, analizados mediante western blot. *p< 0,05 anterior correspondiente.

p27 es un regulador critico en la progresion de la fase G1 del ciclo celular
debido a que interacciona con los complejos ciclina E/A-Cdk2, inhibiendo su actividad
(Polyak ef al., 1994). El contenido celular de p27 se regula por mecanismos post-
traduccionales y de degradacion dependiente del proteasoma (Pagano ef al., 1995).
Recientemente se ha demostrado que la degradacion nuclear requiere la fosforilacion
previa de p27 en el residuo Ser10 (Borriello ef al., 2006), lo que permite ser reconocido
y poliubiquitinado por el complejo SCF-Skp2 en la transicién entre las fase G1 a S
(Carrano et al., 1999). Dado que en muchos canceres humanos la expresién proteica
de p27 esta disminuida (Bloom and Pagano 2003) como consecuencia de una

potenciacidén de su proteolisis a través del complejo SCF-Skp2, decidimos estudiar la
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posible correlacion inversa entre la expresion de Skp2 y de p27 durante la
diferenciacion de las células SH-SY5Y inducida por el RA. Asi, observamos que las
células ciclando expresaban profusamente Skp2 en el extracto celular total, lo que
concuerda con los datos publicados previamente (Bell ef a/, 2007) y en la fraccion
nuclear (Fig. 3a y 3b). El tratamiento con RA indujo un descenso progresivo de Skp2
sin afectar la expresion de Skp1, constituyente del complejo SCF, como se observa en
la Fig. 3a. En los extractos nucleares de las células SH-SY5Y observamos que el RA
incremento los niveles de p27 de manera inversamente proporcional a la disminucion
de los niveles de Skp2 (Fig. 3b) como ya se ha descrito anteriormente en otras lineas

de neuroblastoma (Borriello ef al., 2006).
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Figura 3. Estudio de la expresién de p27 y Skp2 durante la diferenciacién neuronal de las
células SH-SY5Y inducida por RA. (a) Los niveles proteicos de Skp2, pero no de Skp1,
disminuyeron segun muestra el analisis mediante western blot a distintos tiempos de
incubacién con RA (0, 2 y 5 dias). (b) El RA induce la degradacion de Skp2 y la acumulacion

concomitante de p27 en el nucleo de las células SH-SY5Y.
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1.3 Implicacién de Skp2 en la diferenciacién neuronal y parada en fase G0/G1
inducida por RA en las células SH-SY5Y.

Para poder analizar con mayor profundidad la funcién de la degradacion de la
proteina Skp2 en la parada de las células SH-SY5Y en fase G0/G1 inducida por RA,
quisimos modificar la expresion de Skp2 mediante la transfeccion transitoria de las
células con el cDNA completo de Skp2 (generosamante donado por el Prof. M.
Pagano) o con el cDNA completo de Skp2Adb, que da lugar a una proteina activa pero
insensible a la degradacion en la fase G1 dado que carece de la caja D (Wei ef a/,

2004).
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Figura 4. Incremento en los niveles de Skp2 mediante transfeccién con el cDNA completo de
Skp2 y de Skp2Adb. (a) EI mayor aumento de los niveles proteicos de Skp2, analizado
mediante western blot, se detectdé en células SH-SY5Y ftrasfectadas con el cDNA de de
Skp2Adb, 48 horas post-transfeccion (b) Mediante inmunocitoquimica se detecté la expresion
de Skp2 (rojo) en el nucleo (tincién con DAPI) de las células SH-SY5Y ciclando transfectadas
eficientemente con el cDNA de Skp2 (GFP+).
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Para ello, las células se transfectaron con el vector pIRES2eGFP (control), el
vector pIRESeGFP-Skp2 (Skp2) o el vector pIRESeGFP-Skp2Adb (Skp2Adb). Tras 48
horas, observamos que la transfeccion con el cDNA de Skp2Adb dio lugar a un mayor
incremento en los niveles de Skp2 (Fig. 4a). Mediante inmunocitoquimica pudimos
detectar la expresion de Skp2 en el nucleo de las células eficientemente transfectadas
(GFP+) (Fig. 4b).

La sobreexpresidon de Skp2 provocd un incremento significativo en el
porcentaje de células en fase S del ciclo celular, determinada por FACS tanto por
tincién con yoduro de propidio como por incorporacion de BrdU (Fig. 5a y 5b). Dicho
incremento resulté ser mayor en las células que expresaban Skp2Adb. EI RA previno
el incremento de el porcentaje de células en fase S producido por la sobreexpresion de
Skp2. Sin embargo, el RA no produjo ningun efecto significativo en las células que
sobreexpresaban Skp2Adb (Fig. 5b).

Mediante el analisis de las proteinas por western blot pudimos comprobar que
la sobreexpresion de Skp2Adb, pero no la de Skp2, previno totalmente la disminucion
de los niveles de Skp2, el incremento de p27 y la expresién de Map2 producida por el
RA (Fig. 5¢c). Es mas, Skp2Adb, pero no Skp2, previno el incremento en la extension
de las neuritas producido por RA en las células SH-SY5Y (Fig.5d). Por tanto, la
degradacion de Skp2 producida por el RA es esencial para la diferenciacién neuronal

de las SH-SY5Y.
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Figura 5. El incremento de la forma mutada, no degradable, Skp2Adb, impide la parada de las
células SH-SY5Y en la fase GO/G1 del ciclo celular y en el proceso de diferenciacién inducido
por RA. (a) En Las células SH-SY5Y transfectadas con el cDNA de Skp2Adb se observd un
aumento de la poblacién celular en fase S, determinada mediante tincién con yoduro de
propidio y posterior analisis por FACS. (b) Proporcion de células transfectadas (GFP+) en fase
S, analizada antes y después del tratamiento con RA durante 3 dias SH-SY5Y mediante
incorporacion de BrdU y analisis por FACS. (c) La transfeccion de las células SH-SY5Y con el
cDNA de la forma mutada no degradable, Skp2Adb, disminuye la acumulacion de p27 y la
expresion proteica de Map2, (d) ademas del crecimiento de las neuritas. *p< 0,05 anterior

correspondiente.

98



1.4 Funcién de APC/C-Cdh1 en la regulacién de la expresién de Skp2 durante
la diferenciacién de las células SH-SY5Y con RA

Una vez demostrado que el RA disminuye los niveles de Skp2 en las células
SH-SY5Y, decidimos estudiar la variaciéon de los niveles de mRNA de la proteina en
las mismas condiciones experimentales.

Sorprendentemente, observamos que el mMRNA de Skp2 permanecié constante,
al menos hasta los 5 dias de tratamiento con RA (Fig.6a), lo que no concordaba con

su expresion proteica (Fig.3b).
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Figura 6. Efecto del RA en la expresiéon de Skp2 y en la distribucién subcelular de Cdh1. (a)
Andlisis de la expresion de SKP2, mediante Northern blot, en las células SH-SY5Y en ausencia
de tratamiento con RA (10 uM) (ciclando) y a los 2 y 5 dias de incubacion. Notese que los
niveles de mRNA de Skp2 no desaparecieron tras 5 dias de incubacién con RA. (b) Cdh1 se
acumuloé progresivamente en el nucleo, al mismo tiempo que disminuyd en el citosol durante la
diferenciacion de las células SH-SY5Y inducida por el RA. La ciclofilina se utiliz6 como control
de carga de RNA. Topoisomerasa llo. (Topo II) y GAPDH se emplearon como control del

protocolo de fraccionamiento.

Estos resultados sugerian una regulacion post-transcripcional de Skp2 inducida

por el RA. Estudios previos de otros grupos han demostrado que la degradacién de
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Skp2 durante la fase G1 se produce a través del proteasoma, previa ubiquitinacion a
cargo de la E3 ubiquitina ligasa APC/C activada por Cdh1 (Bashir ef al., 2004; Wei ef
al., 2004).

Dado que el activador de APC, Cdh1, pero no Cdc20, se acumula en neuronas
post-mitéticas (Almeida ef a/, 2005), decidimos investigar la posible implicacién de
APC/C-Cdh1 en la diferenciacion neuronal inducida por el RA. En primer lugar,
determinamos los niveles de Cdh1 en el ndcleo y citosol de las células SH-SY5Y
tratadas con RA durante 2 6 5 dias. Como se observa en la Fig. 6b, el RA indujo la
acumulacion progresiva de Cdh1 en el nlcleo de las células, a la vez que sus niveles

disminuyeron en el citosol.

1.4.1 Efecto de la inhibicion de la actividad de APC/C-Cdh1 sobre la
diferenciacién neuronal inducida por el RA.

Con objeto de inhibir la actividad de APC/C-Cdh1, decidimos disminuir los
niveles de Cdh1 mediante RNA de interferencia. Para ello, las células se transfectaron
con el vector pSuper neo/gfp-Cdh1 (Almeida ef al, 2005) que coexpresa la proteina
GFP y el shRNA contra Cdh1 (Cdh1shRNA). El silenciamiento de Cdh1 provocé un
incremento de los niveles de expresiéon de Skp2 y PCNA (Fig. 7a). Dichos incrementos
se acompanaron de un aumento del porcentaje de células en fase S del ciclo celular
(Fig. 7b). Asi mismo, observamos que la transfeccion de las células con el shRNA
contra Cdh1, identificadas mediante la expresién de GFP previno la expresién de
Map2 causada por el RA, como se muestra en la inmunofluorescencia (Fig. 8). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores (Bashir ef a/, 2004; Wei ef

al., 2004; Binne et al., 2007), ya que la actividad de APC/C-Cdh1 impide la progresion
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de las células desde la fase G1 a la fase S, como consecuencia de la degradaciéon de

Skp2.
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Figura 7. Cdh1 interviene en la acumulacién de p27 y la parada del ciclo celular inducida por
RA, a través de la degradacién de Skp2. (a) Las células SH-SY5Y transfectadas con el vector
pSuper.neo/gfp-Cdh1 (Cdh1 shRNA) mostraron un incremento en los niveles de Skp2 y PCNA
y (b) de la poblacion celular en fase S, disminuyendo la poblacién detenida en fase GO/G1, a
los tres dias post-transfeccion. (c) EI shRNA contra Cdh1 en células SH-SY5Y ciclando
incrementd los niveles de Skp2, lo que indujo la degradacion de p27, tras 3 dias de tratamiento
con RA. (d) La disminucién de la expresion de Cdh1 previno el descenso del porcentaje de
células en fase S (marcadas con BrdU), inducido por RA. *p< 0,05 respecto a la condicion

previa correspondiente.
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Es mas, el silenciamiento de Cdh1 impidié la acumulacién de p27, la degradacion de
Skp2, y la subsecuente disminucién del porcentaje de células en fase S causada por el
RA. Por tanto, Cdh1 es esencial para promover la salida del ciclo celular causada por

el RA en células de neuroblastoma humano.

Figura 8. Efecto del silenciamiento de Cdh1 sobre la expresién de Map2. (a) La expresion de
Map2 inducida por RA se previno al disminuir los niveles de Cdh1 mediante RNA de

interferencia (células GFP+ identifican la transfeccion con pSuper.neo/gfp-Cdh1).

1.4.2 Inhibicién de la actividad del complejo APC/C-Cdh1 por hEmi1

Con objeto de comprobar que los efectos observados tras el silenciamiento de
Cdh1 eran consecuencia de la inactivacion del complejo APC/C, utilizamos el conocido
inhibidor del mismo, hEmi1 (Reimann ef al, 2001b; Hsu ef al, 2002). La
sobreexpresion de hEmi1 en las células SH-SY5Y provocé la acumulacién de Skp2 y
PCNA, el incremento del porcentaje de células en fase S y la disminucién de la
poblacion detenida en fase GO/G1 (Fig. 9a y 9b). Asi mismo, y de manera similar a los

resultados obtenidos al silenciar Cdh1, observamos que hEmi1 previno la disminucion
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de p27 (Fig. 9c¢) y del porcentaje de células que entraban en fase S (Fig. 9d), causados

durante la diferenciacion neuronal inducida por el RA.
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Figura 9. Inhibicién de la actividad de APC/C-Cdh1 mediante hEmi1. (a) Las células SH-SY5Y
transfectadas con el inhibidor hEmi1 mostraron un incremento en los niveles proteicos de Skp2
y PCNA. (b) hEmi1 indujo el aumento de la poblacion celular en fase S, descendiendo la
poblacién en fase G0/G1 en las células SH-SY5Y. (c) La expresion de hEmi1 previno la
degradacion de Skp2 y la acumulacién de p27 inducida por el RA. (d) hEmi1 previno el
descenso en el porcentaje de células en fase S, tras la incubacion con el RA. *p< 0,05 respecto

a la condicion previa correspondiente.
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En conjunto, estos resultados indican que la salida del ciclo celular y
diferenciacion desencadenada por el tratamiento con el RA implican la acumulacién
nuclear de Cdh1, que actia marcando a Skp2 para su posterior degradacién, lo cual
permite la acumulacion de p27.

Con objeto de analizar si los cambios en los niveles de las proteinas estudiadas
ocurrian durante la diferenciacién neuronal, realizamos una aproximacion
metodolégica mas fisiolégica. Para ello, utilizamos neuronas corticales de rata
sometidas a diferenciacion mediante incubacién en medio de cultivo compuesto por
NEUROBASAL™ Medium suplementado con B-27 al 2% y glutamina 0,5 mM. En la
Fig. 10a se observa que a los 5 dias de cultivo, las neuronas presentan un gran
desarrollo de las neuritas y agrupacién de los cuerpos neuronales, lo que indica
diferenciacion neuronal (Almeida ef a/, 2005). Es mas, la expresion de los niveles de
Cdh1 se mantuvo alta hasta el quinto dia de cultivo (Fig. 10b), mientras que se
incrementé la degradacion de Skp2 y la subsecuente estabilizaciéon de p27,
coincidiendo dichos cambios con un incrementos en la expresion de Map2 (Fig. 10b).
Estos resultados corroboraron que la regulacién del eje Cdh1-Skp2-p27 desempena

una importante funcién durante la diferenciacién neuronal.
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Figura 10. Expresion de Cdh1, Skp2 y p27 durante la diferenciacién de neuronas corticales en
cultivo primario. (a) Imagenes de microscopia en contraste de fases de neuronas corticales en
cultivo primario a lo largo del proceso de diferenciacion (1, 3 y 5 dias /n vifro). (b) Los analisis,
mediante western blot, confirmaron que el incremento en los niveles de p27 coincide con la
caida de los niveles de Skp2, al mismo tiempo que aumenta la expresién de Map2 en las

neuronas corticales.

1.4.3 Efecto del complejo Rae1-Nup98 en la actividad de APC/C-Cdh1

Recientemente, se ha descrito que el complejo Rae1-Nup98 bloquea la
actividad de APC/C-Cdh1 durante prometafase (Jeganathan ef al, 2005). Motivados
por esta observacién, y con objeto de estudiar si dicho complejo regulaba la actividad

de APC/C-Cdh1 durante la diferenciacion neuronal, decidimos analizar los niveles de
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Rae y Nup98 en las células SH-SY5Y inducidas a diferenciar mediante tratamiento con
RA. Asi observamos que el RA provocé la degradacién de la proteina Rae1, pero no la
de Nup98, y de manera similar el descenso de sus niveles de mRNA (Fig. 11ay 11b).

Estos resultados sugieren que el RA podria reprimir la expresién génica de RAET.
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Figura 11. El RA inhibe la expresion de Rae1. (a) El RA indujo el descenso de los niveles
proteicos de Rae1, sin afectar los de Nup98, en el nucleo. (b) Asimismo, el tratamiento con RA
disminuyo los niveles de mRNA de Rae1, analizados mediante northern blot. La topoisomerasa
Il o (Topo 1) y la ciclofiina se utizaron como control de carga de proteinas y RNA

respectivamente.

1.4.3.1 Efecto del aumento de la expresién de Rae1 en la actividad de APC/C-
Cdh1

Una vez demostrado que la diferenciaciéon neuronal inducida por el RA produce
inhibicidn de la expresion de Rae1, decidimos estudiar la funcion de esta proteina
durante dicho proceso. Asi las células SH-SY5Y se transfectaron con el cDNA de

Rae1, lo que desencadend la acumulacién de Skp2 (Fig.12a) e incrementé el
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porcentaje de células en fase S, descendiendo la poblacién celular que se detenia en
la fase GO/G1 (Fig. 12b). Asimismo, para investigar la funcién de Rae1 en la

diferenciacién, las células se incubaron con RA durante tres dias tras la

sobreexpresion de Rael. Como se observa en la Fig. 12c, Rael1 impidi6 la
degradacion de Skp2 y la acumulacién de p27 provocada por el tratamiento con RA, a

la vez que se increment6 la poblacién de células en al fase S (Fig. 12d).
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Figura 12. Rae1 previene la degradacién de Skp2. (a) Las células transfectadas con el cDNA
completo de Rae1 mostraron un incremento de los niveles de Skp2, 24 horas post-transfeccion.
(b) Asimismo, se observd un aumento de la poblacién celular en fase S en las células SH-
SY5Y. (c) El aumento de la expresiéon de Rae1 aumento los niveles de Skp2, disminuyendo los
de p27 en células SH-SY5Y, tratadas con RA durante 3 dias. (d) El incremento en los niveles
de Rae1 indujo un aumento del porcentaje de células en fase S, determinada mediante tincién

con BrdU. *p< 0,05 respecto a la condicién previa correspondiente
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1.4.3.2 Efecto de la disminucién de la expresion de Rae1 en la actividad de
APC/C-Cdh1

Con objeto de investigar el efecto de la ausencia de Rae1, decidimos reducir
los niveles de su proteina mediante transfeccion transitoria empleando un siRNA
especifico contra Rae1 (Blower ef a/,, 2005), utilizando como control un siRNA contra
la luciferasa. Como se oberva en la Fig. 13, el tratamiento con el siRNA contra Rae1
disminuyé considerablemente la expresion de la proteina en las células SH-SY5Y
ciclando a la vez que desencadend la acumulacion de p27 (Fig. 13a), el incremento en
la poblacién celular en fase G0/G1 y la disminucién en el porcentaje de células en fase

Sy M (Fig. 13b).
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Figura 13. El silenciamiento de Rae1 provoca la acumulacién de p27 e induce la parada del
ciclo celular. (a) La disminucién de los niveles proteicos de Rae1, mediante el uso de un siRNA
especifico, incrementd los niveles de p27 en células SH-SY5Y ciclando, (b) desencadenando la

parada del ciclo celular en fase G0/G1.

Con objeto estudiar el posible efecto de la disminucién prematura de Rae1 en

el proceso de diferenciacion neuronal, las células SH-SY5Y transfectadas con el
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siRNA especifico contra Rae1 se incubaron con RA durante 2 dias. El silenciamiento
de Rae1 provocé la aceleraciéon del proceso de diferenciacion a juzgar por el aumento
de la extension de las neuritas (Fig. 14a y 14b), y el incremento de los niveles

proteicos de p27 y Map2, analizados mediante western blot (Fig. 14c).
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Figura 14. La disminucion de la expresién de Rae1 acelera la diferenciacién neuronal inducida
por RA. (a) y (b) Las células SH-SYS5Y transfectadas con el siRNA especifico contra Rae1 e
incubadas con RA durante 2 dias mostraron un incremento en la extension de las neuritas, (c)
acompafnado del aumento de la expresidén de Map2 y la acumulacién de p27. *p< 0,05 respecto

a control siRNA.

Finalmente, y con objeto de corroborar si Rae1 tiene alguna funcién importante
en la regulacién de la diferenciacién neuronal, decidimos analizar los niveles de la
proteina en neuronas corticales en cultivo primario. Como se observa en la Fig. 15, los
niveles de Rae1 descendian a partir del sexto dia del proceso de diferenciacion,
coincidiendo con una disminucion paralela de Skp2, un incremento de los niveles de

p27, que permanecen constantes en los dias analizados posteriormente.
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Figura 15. Expresién proteica de Rae1 disminuye durante la diferenciacién de neuronas
corticales en cultivo primario. Las neuronas obtenidas a partir de cerebros de fetos de 16 dias
de gestacion se mantuvieron en medio sin suero compuesto por NEUROBASAL™ Medium
suplementado con B-27 al 2% y glutamina 0,5 mM durante 12 dias. El analisis mediante
western blot corroboré el descenso de los niveles de Rael a lo largo del proceso de

diferenciacién neuronal, al mismo tiempo que se acumulan los niveles de p27

En conjunto, estos resultados indican que la disminucién de Rae1 es necesaria

para el proceso de diferenciacién neuronal.
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2. Efectos del acido fransretinoico en otras lineas celulares de neuroblastoma

humano.

Teniendo en cuenta los resultados observados en la linea de neuroblastoma
SH-SY5Y vy el cultivo primario de neuronas, nuestro siguiente objetivo fue investigar si
la variaciéon de la expresion proteica de Rae1, Cdh1 y Skp2 es un proceso universal, y,

por tanto, extensible a otras lineas de neuroblastoma humano en respuesta al RA.

2.1 Tratamiento con RA de la linea celular de neuroblastoma humano, SK-N-
SH

La linea celular de neuroblastoma humano SK-N-SH, formada por dos tipos
celulares: uno neuroblastico y otro con apariencia epitelial, poseen la capacidad de
diferenciar hacia un fenotipo neuronal en respuesta a diversos inductores de la
diferenciacion, entre los que se encuentra el RA (Pahlman ef a/, 1981; Ross ef al.,
1983; Edsjo ef al., 2004). En nuestras condiciones experimentales, el tratamiento de
las células SK-N-SH con RA (10 uM) dio lugar a la aparicién de células con fenotipo
neuronal, a juzgar por el incremento de la extension de neuritas (Fig. 16a). Ademas,
pudimos corroborar mediante western blot, que durante este proceso los niveles de
Cdh1 permanecian constantes, contrariamente a lo que sucedia con Skp2 y Rae1, que
disminuian paulatinamente, mientras se incrementaban los niveles de p27 (Fig. 16b),
hasta los tres dias de tratamiento con el RA.

Dado que la incubacidon con RA dio lugar a un descenso de los niveles

proteicos de Rael, al igual que habiamos observado en las células SH-SY5Y,
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quisimos estudiar la evolucion de los niveles de mRNA. Asi, observamos un progresivo

descenso en la expresién de Rae1, mediante RT-PCR semicuantitativa (Fig. 16c¢).

a b c
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Figura 16. El RA induce la diferenciacién neuronal de la linea de neuroblastoma SK-N-SH a
través de la disminucién de Rae1. (a) Imagenes de microscopia en contraste de fases de las
células SK-N-SH a diferentes dias de tratamiento con RA. (b) El analisis mediante western blot,
reveld la disminucion de los niveles proteicos de Rae1, y Skp2, asi como la acumulacién de
p27. Los niveles de Cdh1 no resultaron alterados por el tratamiento con RA. (c) Los niveles de
mRNA de Rae1, analizados mediante RT-PCR semicuantitativa, disminuyeron en respuesta al
tratamiento con RA durante 3 dias. La proteina GAPDH se emple6 como control de carga de
proteinas, y la amplificacion de un fragmento de 279pb de su cDNA sirvié como patrén interno

de amplificacion en la RT-PCR semicuantitativa.

Por tanto, de manera similar a lo observado con las células SH-SY5Y, el RA
induce la disminucién en la expresion de Rae1, lo que parece ser necesario para que
tenga lugar la degradacién de Skp2 por APC/C-Cdh1 y la subsecuente acumulacién de

p27.
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2.2 Tratamiento con RA en las lineas celulares de neuroblastoma humano,
IMR-32 y SK-N-BE(2)

La agresividad de los neuroblastomas se ha asociado con la amplificacion de
NMYC (Schwab ef al, 1984; Seeger ef al, 1985) y la ausencia de diferenciacién
neuronal (Shimada ef a/, 1984). De hecho, un estudio reciente ha puesto de
manifiesto que los neuroblastomas con mal prondstico, incluidos los casos con
amplificaciéon de NMMYC, presentan un incremento en la sefalizacién activada por \YC
(entendiéndose como tal la activacion de la transcripcion de los genes diana de Myec,
N-Myc y L-Myc) y baja expresién de los genes marcadores de diferenciacién neuronal
(Fredlund ef al., 2008).

Debido a que los resultados expuestos anteriormente en esta Memoria
sugieren que Rae1 podria tener un papel en el proceso de diferenciacién neuronal
como regulador de la actividad de APC/C-Cdh1, decidimos investigar los cambios de
la expresidn proteica en las lineas de neuroblastoma IMR-32 (Tumilowicz ef al., 1970)
y SK-N-BE(2) (Barnes ef al., 1981) en respuesta a RA. En ambas lineas celulares se
ha observado amplificaciéon de NMWYC, con presencia de DMs (“Double minutes”) y
HSR (“homogeneusly staining region”) respectivamente (Thiele 1998).

Las células IMR-32 estan constituidas por dos tipos celulares distintos, siendo
el neuroblastico (N), el mayoritario. Este tipo celular es pequefio, altamente refractario
a la luz, con forma fibroblastica 6 de lagrima, que a menudo crece formando acumulos.
El tratamiento con RA induce un proceso de diferenciacion evidente a nivel
ultraestructural en la organizacién de los organulos en el interior de la célula, similar al
observado en el tejido neural (Tumilowicz ef a/, 1970). Sin embargo, las células no
desarrollan neuritas, sino que el tratamiento con RA provoca el alargamiento de su

cuerpo celular (Sidell ef al.,, 1983).
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Figura 17. El RA no disminuye la expresién de Rae1 en las lineas celulares IMR-32 y SK-N-
BE(2). (a) y (c) En las células IMR-32 y SK-N-BE(2) no se produjo la disminucién de los niveles
proteicos de Rae1 y Skp2 a los 3 dias de tratamiento con RA. (b) y (d) Los niveles de mRNA de
Rae1, analizados mediante RT-PCR semicuantitativa, no disminuyeron en respuesta al
tratamiento con RA durante 3 dias. La proteina GAPDH se emple6 como control de carga de
proteinas, y la amplficaciéon de un fragmento de 279pb de su cDNA sirvi6 como patron interno

de amplificacion en la RT-PCR semicuantitativa.

En la linea celular SK-N-BE(2) se distinguen dos poblaciones celulares, células
neuroblasticas (N), que presentan largas prolongaciones celulares, y células con

morfologia epitelioide (S). Tampoco en esta linea celular se desencadena un proceso
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de diferenciacion neuronal en respuesta a RA, ya que las prolongaciones celulares
que aparecen no poseen la estructura de los axones ni en desarrollo ni maduros
observados /in vivo (Barnes et al., 1981).

Asi, nuestros resultados mostraron que la expresion de la proteina Rae1, al
igual que Cdh1, permanecié invariable durante los tres dias de tratamiento con RA en
ambas lineas celulares,. Por otro lado, la proteina Skp2, principal sustrato de APC/C-
Cdh1 durante la fase G1, era detectable tras tres dias de incubacién con el derivado
retinoide (Fig. 17ay 17c).

Adicionalmente, el RA no fue capaz de alterar los niveles de mRNA de Rae1 en
las células que amplifican NMMWYC (Fig. 17b y 17d), en contra de lo observado en las
células SH-SY5Y (Fig. 11b) y SK-N-SH (Fig. 16c), que no amplifican el oncogén.

Estos resultados concuerdan con los expuestos anteriormente en esta Memoria
y confirman que Rae1, a través de la modulacién de la actividad de APC/C-Cdh1,

regula la degradaciéon de Skp2 causada por el tratamiento con el RA.

2.3 Efecto de la disminucién de los niveles de Rae1 en las lineas celulares
IMR-32 y SK-N-BE(2)

Nuestro siguiente objetivo fue corroborar la funcién de Rae1 sobre el ciclo
celular y la diferenciacion causada por RA en células de neuroblastoma humano. Para
ello, las células SK-N-BE(2) e IMR-32 se transfectaron con el siRNA especifico contra
Rae1 (Blower ef al,, 2005) y se incubaron en presencia de RA durante tres dias. Como
se muestra en la Fig. 18, el silenciamiento de Rae1 provocé un incremento tanto en los

niveles de p27 (Fig. 18 a'y 18 c) como en el porcentaje de células en fase GO/G1 (Fig.

115



18b y 18d) en las células tratadas con RA. Por tanto, la ausencia de Rae1 previno la

resistencia de ambos tipos de células al tratamiento con RA.
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Figura 18. El silenciamiento de Rae1 incrementa los niveles de p27 y la parada en fase G0/G1
de las células IMR-32 y SK-N-BE(2), en respuesta al tratamiento con RA. (a) y (c) Las células
IMR-32 y SK-N-BE(2) ciclando se transfectaron con el siRNA especifico contra Rae1. La
posterior incubacién con RA durante 3 dias indujo el aumento de los niveles proteicos de
p27.(c) y (d) El silenciamiento de Rae1 (Rae1 siRNA) indujo un aumento en el porcentaje de

células en fase G0/G1 en respuesta a la incubacion con RA durante 3 dias.
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Estos resultados sugieren que la presencia de Rae1 actia regulando la
acumulacion de p27 inducida por RA en las lineas de neuroblastoma que amplifican
NMYC, al igual que observamos en las células SH-SY5Y y SK-N-SH. Es mas, en las
células IMR-32 transfectadas con el siRNA contra Rae1 e incubadas con RA se
observaron cambios morfoldgicos compatibles con el desarrollo de un fenotipo similar

al neuronal, como es el aumento de la extensién de neuritas (Fig. 19a y 19b).

d Células IMR-32 tratacdas 3 dias con RA

Rae1 siRNA

b Extensidon de las neuritas (um)
0 10 20 30 40 50

] :.:nntrnl siRNA
Rae1 siRNA

Figura 19. Cambios morfégicos inducidos por RA en células IMR-32 transfecadas con el siRNA
contra Rae1. (a) Las imagenes de microscopia en contraste de fases mostraron cambios
morfolégicos similares al fenotipo neuronal, en las células IMR-32 transfectadas con el siRNA
especifico contra Rae1 e incubadas 3 dias con RA. (b) Cuantificaciéon del incremento en la

extension de posibles procesos neuriticos observados en la imagenes de microscopia.

Por tanto, la expresién de Rae1, cuya disminucion es refractaria al tratamiento

con RA en las células SK-N-BE(2) e IMR-32, podria afectar al proceso de acumulacion
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de p27, desencadenado por la actividad E3 ubiquitina ligasa de APC/C-Cdh1, que es

necesaria para el comienzo de la diferenciacién neuronal.

2.4 Efecto de N-Myc sobre la expresién de Rae1

La familia de oncogenes MYC, a la que pertenece NVYC, codifica factores de
transcripcién que incrementan la expresién de multitud de genes (Blackwood and
Eisenman 1991). Entre los distintos procesos en los que participan, actian sobre el
ciclo celular, alterando la expresion de diversos genes que desencadena el incremento
de la proliferacion celular (Knoepfler ef a/, 2002). Aunque se postula que cada uno de
los miembros de esta familia de oncogenes posee una funcién determinada, los
estudios realizados hasta ahora no han aportado mucha informacion a este respecto.
En concreto, en el caso de N-Myc existen pocos datos referentes a sus efectos en la
progresion del ciclo celular. Los resultados obtenidos /n vifro e in vivo, apuntan a que
N-myc es capaz de reemplazar la actividad de c-myc (Malynn ef a/., 2000).

Un estudio reciente ha demostrado que c-myc activa la transcripcion de los
genes MADZ2y BubR171 (Menssen ef al., 2007), que codifican dos proteinas del SAC
implicadas en la inhibicidn de APC/C durante prometafase (Sudakin ef a/., 2001). Este
efecto se produce a través de la union de c-myc a las cajas E, presentes en el primer
intron de ambos genes. Teniendo en cuenta que Rae1 es un regulador de la actividad
de APC/C como parte del SAC, junto con Nup-98 (Jeganathan ef a/, 2005), y dado
que en las lineas celulares con amplificacion de AMWYC los niveles de Raet
permanecieron constantes durante el tratamiento con RA, nuestro siguiente objetivo

fue investigar el posible efecto de N-myc sobre la expresion de Rae1.
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Para ello, células SH-SY5Y ciclando se transfectaron con el vector
pUHD10(Xhol-)NMYC, que contiene la secuencia que codifica el factor de
transcripicion N-Myc (Stanton ef al, 1986). Como se muestra en la Fig. 19b, la
sobreexpresion de N-Myc no alteré los niveles de expresion de Rae1 en las células
SH-SY5Y, lo que parece descartar un efecto directo del encogen. Dado que el
tratamiento con RA provocé la rapida degradacion de N-Myc, como se ha descrito por
otros autores (Matsuo and Thiele 1998; Strieder and Lutz 2002; Schwab 2004), no se
pudo evaluar el efecto de la sobreexpresion de N-Myc sobre los niveles de Rae1 en

presencia de RA (Fig. 19b).

a b
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- e ees oEp "= o | Rae — W W - - Foel
—_ — o — — - | GAPDH —— — e — | GAPDH

Figura 20. El RA induce el descenso drastico de la proteina N-myc en las células SH-SY5Y en
las que se indujo el incremento de su expresion. (a) EIl mRNA de N-myc, analizado mediante
RT-PCR semicuantitativa, es indetectable en las células SH-SY5Y tanto antes como después
de la incubacion con RA (b) Las células SH-SY5Y transfectadas con el vector pUHD10(Xhol-)
N-Myc (+NMY C)mostraron un gran incremento de los niveles proteicos de N-myc, mientras que
la expresion proteica de Rae1 se mantuvo inalterada. (c) En estas células SH-SY5Y, los niveles

de N-myc descendieron drasticamente tras la incubacion con RA durante 48 horas.

Aunque nuestros resultados (Fig. 19) parecian descartar a N-Myc como
activador de la transcripcion de RAE7 durante la diferenciacion neuronal inducida por
el RA, el analisis de la secuencia de su promotor reveld la existencia de dos cajas E,

candnica y no canénica (Fernandez ef al/, 2003; Zeller et al., 2003). Una de ellas, al
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estar préxima al sitio de comienzo de la transcripcion (TSS) (Fig. 21a), podria ser una
firme candidata a unirse a N-Myc.

Sin embargo, el analisis de Inmunoprecipitacién de cromatina (Chip) descarté
la existencia de una interaccién de N-Myc con el promotor de RAE7 en las células SK-
N-BE(2) ciclando (Fig. 21b). Como control positivo del analisis se utiliz6 el promotor del
gen protimosina-a (PTMA) y como control negativo, la amplificacion de una secuencia

de DNA del intrén 5 del gen RAE.
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Figura 21. N-Myc no interacciona con la caja E presente en el TSS del gen RAE7. (a) Posicion
de las cajas E presentes en el promotor del gen RAE1, en relacion al sitio de comienzo de la
transcripcion (TSS). Los exones estan representados por rectangulos. Las secuencias que
codifican la proteina estan sombreadas en gris. Las puntas de flecha representan la posicién
de los oligonucleétidos usados para el analisis de Chip. (b) Las células SK-N-BE(2) ciclando se
emplearon para el analisis de Chip. Mediante PCR se analizaron los fragmentos de DNA a los
que se une N-Myc, y s6lo en el caso de la pareja de oligonucleédtidos que flaquean la caja E del

gen protimosina-o (PTMA), control positivo, se produjo amplificacién.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES
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1. El RA induce la diferenciacioén de la linea de neuroblastoma humano a través de la
progresiva acumulacion de p27 debida a la desestabilizacién de Skp2

Esta bien establecido que el RA induce la diferenciacién neuronal de algunos
neuroblastomas humanos (Reynolds ef al/, 2003). En el caso de la linea de
neuroblastoma SH-SY5Y, la exposicion a este derivado retionide durante 5 dias
desencadena cambios fenotipicos compatibles con la diferenciacion neuronal, asi
como la disminucién de la tasa de proliferacion (Encinas ef a/, 2000; Almeida ef al.,
2005). Actualmente, se sabe que el RA actua deteniendo la progresion del ciclo celular
ejerciendo su regulacion en la fase G1, a través del aumento los niveles del CKI, p27,
(Nakamura ef al., 2003; Borriello ef al., 2006) como consecuencia de una disminucion
en su degradacion regulada por el activador de la E3 ubiquitina ligasa, Skp2 (Carrano
et al, 1999; Sutterluty ef al/, 1999; Bloom and Pagano 2003). Asi el RA actua
incrementando la degradacion de Skp2, lo que resulta en la estabilizacién de p27,
como se ha observado previamente en varias lineas celulares tumorales (Nakamura ef
al., 2003; Zancai ef al, 2005). En nuestras condiciones experimentales pudimos
constatar los cambios morfologicos inducidos en las células SH-SY5Y en respuesta al
tratamiento con RA, se acompafiaban no sélo de un incremento de la expresién de
diversos marcadores neuronales, como Map2, Gap43 y Tau, si no que ademas se
producia una paulatina acumulacién de p27 en el nucleo paralela a |la disminucion de
la expresion nuclear de Skp2.

La degradacién de Skp2 es necesaria no sélo en la parada de las células en
fase G1 sino también en la diferenciacién neuronal inducida por RA, como pudimos

constatar a través de la sobreexpresion de una forma mutada de Skp2, no degradable.
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En nuestro modelo de diferenciacion neuronal in vitro, el mMRNA de Skp2 es
detectable hasta el quinto dia de incubacion con RA, a diferencia de lo que sucede con
Su expresién proteica, o que apoya la existencia de un mecanismo de regulacion post-
transcripcional. Se ha descrito que los niveles proteicos de Skp2 estan regulados a
través de la degradacién proteosémica mediada por la actividad de APC/C-Cdh1
(Bashir ef al, 2004; Wei et al., 2004). Asi, observamos que el tratamiento con RA,
induce la progresiva acumulacién nuclear del activador de APC/C, Cdh1, mientras
desaparece del citosol, lo que concuerda con otros trabajos en los que se ha descrito
la presencia de Cdh1, pero no de Cdc20, en neuronas post-mitéticas (Gieffers ef al.,
1999; Almeida ef al,, 2005). Y ademas sugiere que su acumulacion nuclear podria ser

la responsable de la disminucién de Skp2 en el nlcleo.

2. APC/C-Cdh1 participa en la parada en fase G0/G1 y en la diferenciacién neuronal
inducida por RA

La presencia de Cdh1, como activador de APC/C, en neuronas post-mitéticas,
se ha relaccionado ya con distintos procesos como el crecimiento axonal (Konishi ef
al., 2004), la supervivencia neuronal (Almeida ef a/,, 2005), la funcién sinaptica (Cline
2003) y la capacidad glucolitica neuronal (Herrero-Mendez et al, 2009). En este
Trabajo, demostramos que la actividad de APC/C-Cdh1 media el efecto
antiproliferativo del RA. Puesto que la inhibicion de la actividad de APC/C-Cdh1 bien
mediante el silenciamiento de Cdh1 mediante RNA de interferencia, o bien a través de
la sobreexpresion del conocido inhibidor de APC/C, hEmi1 (Reimann ef al, 2001b;

Hsu ef al., 2002), da lugar a un incremento de la poblacion en fase S tanto en células

124



ciclando como en células tratadas con RA. En ambas situaciones, ademas, se aprecia
un aumento en la expresion de Skp2, con la consecuente disminucion de p27. Lo que
sugiere que la degradacion de Skp2 mediada por APC/C-Cdh1 es un requisito
necesario para la parada de las células en fase G1. Por otro lado, la acumulacion de
p27 es necesaria para la diferenciacion de las lineas de neuroblastoma in vitro
(Borriello et al., 2000; Borriello et al., 2006), y durante el desarrollo la corteza cerebral,
esta relacionada con la coordinacion de la salida del ciclo celular, la diferenciacién
neuronal y la migracién radial (Nguyen et a/., 2006). Lo que explicaria el hecho de que
tanto la sobreexpresion de una forma mutada de Skp2, refractaria a la degradacién por
APC/C-Cdh1 y el silenciamiento de Cdh1 desencadenen no sélo un descenso de los
niveles proteicos de p27, sino también de la expresion de Map2. Relaccionando la
actividad de APC/C-Ch1 con la neurogénesis, inducida por RA.

Por otra parte, en esta Memoria, se aportan datos que sugieren que la actividad
de APC-Cdh1 no soélo podria estar implicada en la regulacion de la degradacién de
Skp2 y la estabilizacién de p27 durante la diferenciacion neuronal de la linea de
neuroblastoma SH-SY5Y inducida por RA, si no que también con la diferenciacion de
neuronas corticales en cultivo primario.

Las funciones neuronales de Cdh1 /n vivo han sido analizadas en el knockout
condicional generado recientemente. El ratén heterocigoto para Cdh1 (Fzr+/-) no ha
mostrado alteraciones en la estructura del sistema nervioso, sin embargo, se ha
identificado una poblacion celular especifica en la zona subventricular, rica en células
stem neuronales, que es particularmente susceptible a la reduccién de los niveles de

Cdh1 y muestra un incremento en la tasa de proliferacion (Garcia-Higuera ef a/., 2008).
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3. La disminucion de Rae1 mediada por Aacido trans-retinoico desencadena la
activacién de APC/C-Cdh1

El reciente descubrimiento de la inhibiciéon de la actividad el complejo ACP/C-
Cdh1 durante la prometafase a cargo del complejo de los factores
nucleocitoplasmicos, Rae1 y Nup98 (Jeganathan ef a/,, 2005), nos llevo al estudio de
la modulacién de la expresibn de ambas proteinas durante el proceso de
diferenciacion inducido por RA. Dado que s6lo la expresién de Rae1 se ve disminuida
en respuesta a la incubacion con el derivado retinoide, quisimos observar las
consecuencias de su sobreexpresion y silenciamiento en la actividad de APC/C-Cdh1.
Los efectos del aumento de los niveles proteicos de Rael, mediante su
sobreexpresion, mimetizan los obtenidos en la inhibicién de la actividad de APC/C-
Cdh1 tanto por silenciamiento de Cdh1 como por sobreexpresion de hEmi1. Mientras
que el silenciamiento de Rae1 conlleva una aceleraciéon del proceso de diferenciaciéon
neuronal inducido por RA en las células SH-SY5Y. Ademas las células de
neuroblastoma humano, SK-N-SH, que también desarrollan un fenotipo compatible
con la diferenciacion neuronal en respuesta a RA (Ross ef al, 1983; Edsjo ef al,
2004), muestran una disminucién de Rae1 a lo largo del tratamiento. Los niveles de
Cdh1 permanecen constantes, aunque la actividad de APC/C-Cdh1, traducida en el
aumento de la degradacion de Skp2, sélo es notable cuando desciende Rae1 al tercer
dia de tratamiento con RA de esta linea de neuroblastoma humano.

Por otro lado, también hemos constatado que la disminucién de la expresion
proteica de Rae1 tiene lugar en la diferenciacion de neuronas corticales en cultivo
primario. Por tanto, el descenso de Rae1, necesario para la activacion de APC/C-

Cdh1, podria ser un requisito imprescindible durante la diferenciacion neuronal.
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Aunque, no hay que olvidar que la actividad de APC/C-Cdh1 durante la fase G1 es
regulada por otros mecanismos, entre los que se incluye la desfosforilacion de Cdh1 a
cargo de hCdc14 al comienzo de la fase G1 (Bembenek and Yu 2001), o interaccion
con pRb, descrita recientemente, que estimularia la degradacion de Skp2 (Binne et a/,
2007) y participaria en el proceso de diferenciacion.

Desafortunadamente, la disminucion de Rae1 en el desarrollo del cerebro /in
vivo, no ha sido estudiada en los ratones doble haploinsuficientes para Rae1 y Nup98
(RAET1+/-NUP98+/-). En los cuales la disminucion simultdnea de Rae1 y Nup98 esta

relacionada con el desarrollo de tumores (Jeganathan ef a/,, 2006).

4. Rae1 en las lineas de neuroblastoma con amplificacién de NMYC

Un estudio reciente ha puesto de manifiesto que los neuroblastomas con mal
pronostico, incluidos los casos con amplificacion de MWYC, presentan un incremento
de la sefalizacién activada por MYC (entendiéndose como tal la activacién de la
transcripcion de los genes diana de Myc, N-Myc y L-Myc) y baja expresion de los
genes marcadores de diferenciacién neuronal (Fredlund ef a/., 2008). Adicionalmente,
los datos clinicos han mostrado que algunos neuroblastomas son resistentes o
desarrollan resistencia al tratamiento con acido 13-cis-retinoico (Matthay ef a/, 1999),
derivado retinoide con idéntico mecanismo de accién que el acido frans-retinoico,
aunque con mejores propiedades farmacocinéticas (Reynolds ef al., 2003).

Dado que nuestros resultados apuntan a la participacion de Rae1 en el proceso
de diferenciacién neuronal, nos planteamos la posibilidad de que su expresion proteica
pudiera estar alterada en las lineas celulares de neuroblastoma con amplificacién de

NMYC en respuesta a RA. Por ello, estudiamos los cambios en la expresién de Rae1
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en las células IMR-32 y SK-N-BE(2). Ambas lineas celulares presentan amplificacion
de NMYC. Aunque, en ninguna de las dos lineas celulares, se ha descrito el desarrollo
de un fenotipo neuronal en respuesta a RA (Tumilowicz ef al, 1970; Barnes ef al.,
1981; Sidell ef al,, 1983)

Dado que tanto en las células SH-SY5Y como en las SK-N-SH, la disminucién
de los niveles proteicos de Rae1 es detectable a los 3 dias de tratamiento con RA,
analizamos los niveles proteicos de Rae1 en las células IMR-32 y SK-N-BE(2) durante
ese tiempo de incubacidén. En las lineas de neuroblastoma con amplificacién de
NMYC, no pudimos observar la disminucion de los niveles proteicos de Rae1, ni
tampoco el descenso de la expresion de Skp2, principal sustrato de APC/C-Cdh1
durante la fase G1, que se produce en las lineas celulares de neuroblastoma sin
amplificacién de NMYC (SH-SY5Y y SK-N-SH). El silenciamiento de Rae1 en las
células IMR-32 y SK-N-BE(2) desencadena los mismos efectos en la proliferacion del
ciclo celular que en las células SH-SY5Y, tras la exposicion a RA. E incluso en las
células IMR-32 se aprecia un incremento de la extension de neuritas.

Recientemente se ha descrito que c-Myc modula la expresidon de los genes
MADZ2y BubR1, que codifican para proteinas del SAC implicadas en el control de la
actividad de APC/C durante la prometafase (Menssen ef al., 2007). Actualmente, no
estan claramente delimitadas las funciones de c-Myc y N-Myc. Y lo que es mas, N-Myc
puede reemplazar a c-Myc, segun estudios realizados /in vivo e in vifro (Malynn ef al.,
2000). En base a estos antecedentes, nos planteamos la posibilidad de que N-Myc
pudiera regular la actividad de APC/C-Cdh1, incrementando la transcripcién de RAET.
Para analizar esta hipotesis, sobreexpresamos N-Myc en las células SH-SY5Y. Sin

embargo, el analisis a distintos tiempos de sobreexpresion no revelé ningun
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incremento en la expresion de Rael. La posterior incubacion de las células
trasnfectadas con RA tampoco nos permitié analizar posibles alteraciones en los nivele
proteicos de Rae1, tras tres dias de incubacién con el derivado retionide. Ya que,
pudimos comprobar que el RA incrementa drasticamente el proceso de degracion de
N-Myc, como se ha observado en otros estudios (Matsuo and Thiele 1998; Strieder
and Lutz 2002; Schwab 2004), antes de alcanzar el tercer dia de incubacién. En el
promotor del gen RAE7 hemos identificado varias secuencias de unién de las
proteinas de la familia Myc, denominadas cajas E. Por lo que para identificar la
interaccion de N-Myc con una de las cajas E presentes en el promotor del gen RAE1,
proximo al sitio de comienzo de la transcripcidon (TSS) realizamos una
inmunoprecipitacion de cromatina (Chip). Aunque los resultados apuntan que la
modificacion de la transcripcion de RAE7, a través N-Myc, debe de producirse a través

de un mecanismo indirecto.
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