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RESUMEN

La senescencia celular es un estado fisiolégico complejo de las células caracterizado por
la parada proliferativa, los cambios en la estructura de la cromatina, modificaciones epigenéticas
especificas, cambios metabdlicos, alta actividad B-galactosidasa acida, un fenotipo de secrecién
aumentada, ademas de la alteracion de organulos, entre otras caracteristicas fenotipicas. La
senescencia celular puede ser inducida a través de diferentes mecanismos intrinsecos y
extrinsecos como el acortamiento telomérico y la respuesta a dafio en el ADN, la deteccién de
sefiales oncogénicas, el estrés oxidativo o el tratamiento con terapias contra el cancer. La
senescencia es necesaria en la regulacion de diversos procesos fisioldgicos como la supresion
tumoral, el desarrollo de estructuras del embridn, la cicatrizacién de tejidos y la reprogramacion
celular implicada en la regeneracion tisular. Ademas, la aparicion de células senescentes
correlaciona con el envejecimiento de los tejidos y estd implicada en los efectos deletéreos de

patologias asociadas a él.

A pesar de la relevancia fisiologica de la senescencia, se desconoce como la hipoxia,
que es caracteristica en todos los tejidos del organismo, modula su iniciacion y desarrollo. De
este modo, no esta claro si la hipoxia actia como un estrés que induce senescencia, o bien, se
trata de un estimulo capaz de promover la proliferacion y la inmortalizacién previa a la
transformacion maligna. Existen mudltiples evidencias de la contribuciéon de la hipoxia a la
malignidad tumoral. Ademas, la hipoxia promueve el mantenimiento de la pluripotencia y la
autorrenovacion tanto de células madre embrionarias (ESCs) como de células madre adultas,
células pluriputentes inducidas (iPSCs) y células madre tumorales (CSCs). Por tanto, decidimos
estudiar el efecto de la hipoxia sobre la senescencia y la inmortalizacion celular y su posible

contribucioén a la tumorigénesis.

Hemos comparado la vida proliferativa de fibroblastos embrionarios de raton (MEFs)
cultivados en hipoxia (3% O2) con la de MEFs cultivados en normoxia (20% O32). Los MEFs
prolongan su vida proliferativa si se cultivan en hipoxia desde el explante del embrién, mientras
que aquellos que crecen en normoxia cesan la proliferacion y muestran caracteristicas
senescentes tras 30 dias de en un protocolo 3T3. Los MEFs de hipoxia presentan menor
expresion de p21Cirl, p15INK4b y n16INK4a Aunque poseen signos de estrés proliferativo en hipoxia,
con altos niveles de p-H2AX (Ser139) y p-p53 (Serl5), esto no desemboca en parada proliferativa
a través de la activacion de p53. Estos MEFs se mantienen en cultivo ininterrumpido en hipoxia

al menos durante 6 meses.

Ante las evidencias de la hipoxia como un factor que promueve la autorrenovacion y la
pluripotencia en células madre, hemos encontrado una mayor expresion de genes de
desdiferenciacion y relacionados con las propiedades de células madre en las muestras de
hipoxia, entre los que destacan Oct3/4, Sox2, Sox9, KIf2, KIf4, c-Myc, Bmil y Nanog. Ademas,
en las muestras inmortalizadas en hipoxia, se sobreexpresa Tfcp2l1, un regulador central de la

pluripotencia y la autorrenovacion de ESCs.



La variacion de los niveles de expresion de Tfcp2ll puede provocar la entrada en
senescencia. En el caso de la disminucion de la expresion, el uso de shARNs contra el ARNm
de Tfcp2l1 provoca la entrada en senescencia con parada proliferativa, alta expresion de p16'Nk4a
y alta actividad B-galactosidasa &cida tanto en normoxia como en hipoxia. En el caso de la
expresién ectépica de muy altos niveles de Tfcp2l1, se produce entrada en senescencia con alta
actividad B-galactosidasa acida, ademas de un aumento de la expresion de p16NK4a, p21Cirly al
mismo tiempo, sobreexpresion de los factores de Yamanaka Oct3/4, Sox2 y Klf4. Esto sugiere
que la senescencia inducida por altos niveles de Tfcp2l1 es similar a la inducida por oncogenes
(OIS) o por reprogramacion (RIS). Sélo cuando se expresan ectépicamente en normoxia, niveles
de Tfcp2l1 similares a los fisiologicos inducidos por la hipoxia, se consigue aumentar la vida

proliferativa de los MEFs.

El incremento y mantenimiento de expresién de Tfcp2l1l en hipoxia estéd inducido, muy
probablemente, por la unién de Hif1a a un “enhancer” cercano a Tfcp2l1l en el ADN. Esto lo
hemos comprobado simulando hipoxia en normoxia con inhibidores de las PHDs, con la
expresién ectépica de un mutante de activacién constitutiva de HifTa en normoxia y mediante el

estudio de las zonas reguladoras asociadas a Tfcp2l1 en el genoma.

Ademés de incrementar la expresion de Tfcp2l1, la hipoxia promueve una mayor
actividad de Tfcp2ll como factor transcripcional. Hemos realizado ChIP-Seq de Tfcp2l1l en
células de normoxia y de hipoxia y hemos observado que se une a un mayor nimero de
secuencias asociadas a genes en el ADN. En concreto, Tfcp2l1 promueve la expresion de genes
reguladores de la proliferacion que, en muchos casos, también estan relacionados con las

propiedades de células madre, como son Sox2, Sox9 y Tgfa.

La capacidad de Tfcp2ll de promover la proliferacion y la pluripotencia también es
relevante en la reprogramacion. Hemos comprobado el papel causal de Tfcp2l1 en el incremento
de la eficiencia de reprogramacién causada por la hipoxia. La expresion ectépica de Tfcp2l1 en
normoxia incrementa el nimero de colonias iPSCs al igual que la hipoxia. Ademas, la disminucién
de su expresion en hipoxia mediante shARNs disminuye el nUmero de colonias generadas.
Ademas, la expresién de Tfcp2ll correlaciona positivamente con la expresion de Nanog en iPSCs

generadas en hipoxia y en normoxia, y negativamente con la de p21cirl y p16'NK4a,

Nuestros datos sugieren que la activacion de Tfcp2l1 por la hipoxia podria ser relevante
en la inmortalizacion previa a la transformacion maligna, facilitando la tumorigénesis. Ademas,
en el microambiente tumoral, que es hipoxico, la expresion de Tfcp2ll podria favorecer la

aparicion de CSCs al promover la pluripotencia y, por tanto, la desdiferenciacion celular.



SUMMARY

Cellular senescence is a complex physiological state of the cell which main features are
proliferative arrest, changes in chromatin structure, specific epigenetic modifications, metabolic
changes, high acid B-galactosidase activity, an increased secretion phenotype and organelle
alterations. Senescence can be induced by intrinsic and extrinsic stimuli like telomer shortening
and DNA damage response, oncogenic signaling detection, oxidative stress, or anti-cancer
therapies. Cellular senescence is necessary for the regulation of different physiological processes
like tumor suppression, development of embryo structures, wound repair and cellular
reprogramming in tissue repair. Furthermore, cellular senescence correlates with tissue aging

and it is involved in the deleterious effects of the diseases associated with it.

Despite the physiological relevance of senescence, it is still unknown if hypoxia, which is
a feature of every tissue in the organism, modulates its initiation and development. Thus, it is
unclear whether hypoxia works as stress which induces senescence, or it is a stimulus able to
promote proliferation and immortalization prior to malignant transformation. It has been shown
that hypoxia contributes to tumor malignancy. Moreover, hypoxia supports pluripotency
maintenance and self-renewal in embryonic stem cells (ESCs), adult stem cells, induced
pluripotent stem cells (iPSCs) and cancer stem cells (CSCs). For these reasons, we decided to
study the effect of hypoxia on cellular senescence and immortalization and its possible

contribution to tumorigenesis.

We have compared the lifespan of mouse embryonic fibroblasts (MEFs) when cultured in
hypoxia (3% O3) to the lifespan of MEFs cultured in normoxia (20% O32). The lifespan of MEFs is
increased when they are cultured in hypoxia right after their isolation from the embryo. However,
those MEFs which are cultured in normoxia stop proliferating and show senescence features after
30 days in a 3T3 protocol. MEFs in hypoxia express lower levels of p21€irt, p15/NK4b gnd p16/NK4a,
MEFs have signs of proliferative stress in hypoxia, with high levels of p-H2AX (Ser139) and p-
p53 (Serl5), but without p53-induced proliferation arrest. Additionally, we have checked the

immortalization of the MEFs in hypoxia culturing these cells, at least, for 6 months.

Considering all the evidences of hypoxia as a factor promoting self-renewal and
pluripotency in stem cells, we have studied the expression of differentiation/dedifferentiation and
stem-related genes. We have found overexpression of dedifferentiation and stem-related genes
like Oct3/4, Sox2, Sox9, KIf2, KIf4, c-Myc, Bmil and Nanog in samples of cells cultured in hypoxia.
Furthermore, we found overexpression of Tfcp2l1, which is a main regulator of pluripotency and

self-renewal of ESCs, in MEFs immortalized by hypoxia.

Variations in the expression levels of Tfcp2I1 can lead to cellular senescence. In the case
of expression decrease, the ectopic expression of ShRNAs against the mRNA of Tfcp2I1 induces
senescence with proliferation arrest, high expression of p16'"Nk4a and acid B-galactosidase activity

in normoxia and hypoxia. In the case of ectopic expression of high levels of Tfcp2l1, cells senesce



with an increase in acid B-galactosidase activity, increased p16N%42 and p21¢irt expression levels
and, also overexpression of Yamanaka factors Oct3/4, Sox2 and Klf4. This suggests that
senescence induced by high levels of Tfcp2l1 is similar to oncogene induced senescence (OIS)
or reprogramming induced senescence (RIS). Only the ectopic induction of expression levels of
Tfcp2l1 similar to those promoted by hypoxia can produce an increase in the lifespan of MEFs in

normoxia.

The expression of Tfcp2ll in hypoxia is very likely increased and maintained by the
binding of Hifta to an enhancer region close to Tfcp2l1l in the DNA. To check this, we have
simulated hypoxia in normoxia using a PHDs inhibitor, we have also induced ectopic expression
of a Hifla constitutively active mutant and, finally, we have studied the regulator regions
associated to Tfcp2l1 in the DNA.

Hypoxia increases the expression of Tfcp2l1l and promotes its activity as transcription
factor. We have performed ChIP-Seq of Tfcp2I1 in cells from normoxia and hypoxia and we found
that Tfcp2l1l binds to more sequences associated to genes in MEFs immortalized in hypoxia
compared to senescent MEFs cultured in normoxia. Specifically, Tfcp2I1 promotes the expression
of genes which regulate proliferation, which in many cases, are also related to stem cell
properties, such as Sox2, Sox9 and Tgfa.

The capacity of Tfcp2I1 to promote proliferation and pluripotency is relevant in cellular
reprogramming too. We have checked the causal role of Tfcp2I1 in the increase of reprogramming
efficiency caused by hypoxia. As hypoxia, the ectopic expression of Tfcp2l1 in normoxia increases
the number of iPSCs colonies. Moreover, the downregulation of Tfcp2l1 expression in hypoxia
with shRNAs decreases the number of colonies. Additionally, the expression of Tfcp2l1 positively
correlates with the expression of Nanog in iPSCs generated in hypoxia and normoxia, and
negatively correlates with p16'Nk42 and p21CieL,

Our data suggests that the activation of Tfcp2l1 by hypoxia could be relevant in the
immortalization prior to malignant transformation, facilitating tumorigenesis. Furthermore, in the
tumoral microenvironment, which is hypoxic, the expression of Tfcp2l1 could support the

presence of CSCs by promoting pluripotency and, consequently, cellular dedifferentiation.
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1. Senescencia celular

La senescencia es un estado celular caracterizado, principalmente, por la parada
proliferativa, cuyo fenotipo asociado la distingue de otros estados celulares en los que se detiene
la proliferacion como la quiescencia, la diferenciacion terminal o el agotamiento celular tipico de
células madre y linfocitos T!. Aunque clasicamente se ha definido la parada proliferativa en
senescencia como definitiva, algunos autores apoyan la posible recuperacién de la proliferacion
bajo ciertas condiciones genéticas y/o transcriptomicas?. El fenotipo senescente presenta
caracteristicas muy variables que se adquieren en mdltiples pasos y que dependen del contexto
genético y el tipo celular. Sin embargo, entre esta variedad de caracteristicas destacan los
cambios en la estructura de la cromatina y modificaciones epigenéticas especificas, cambios
metabolicos, alta actividad B-galactosidasa acida, un fenotipo de secrecion aumentada de
citoquinas y quimioquinas, ademas de la alteracién de organulos y la morfologia citoplasmatica,
entre otras. La senescencia puede ser inducida a través de diferentes mecanismos intrinsecos y
extrinsecos, entre ellos se incluyen el acortamiento telomérico y la respuesta a dafio en el ADN,
la deteccidn de sefiales oncogénicas, el dafio producido por quimioterapicos y radiacion ionizante

o0 el estrés oxidativo34,

Ha sido ampliamente demostrado que la senescencia es necesaria en la regulacion de
diversos procesos fisiologicos. Entre ellos destaca la supresion tumoral, sobre la que se han
recogido una gran cantidad de evidencias tanto en modelos in vivo como en pacientes®®. Ademas
de esto, la senescencia participa en el desarrollo de diversas estructuras del embrién, también
regula la cicatrizacion de tejidos y participa en la reprogramacion celular implicada en la
regeneracion tisular’. Por otro lado, la aparicion de células senescentes correlaciona con el
envejecimiento de los tejidos y esta implicada en los efectos deletéreos de patologias asociadas

a éls.
2. Caracteristicas de la senescencia celular
2.1. Alteraciones de la sefializacién celular en senescencia

2.1.1. Paradade ciclo celular

El ciclo celular comprende 4 fases conocidas como G1, G2, Sy M. La progresion de una
fase del ciclo celular a la siguiente esta mediada, principalmente, por la accién conjunta de
ciclinas y las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs). Participan 10 ciclinas agrupadas en 4
clases (A, B, Dy E) que se sintetizan y degradan de manera especifica a lo largo de las distintas
fases del ciclo, regulando asi la actividad de las CDKs. De estas ultimas, 3 tienen funcién en
interfase o fase S (CDK2, CDK4 y CDK®6) y 1 tiene funcion en la mitosis (CDK1, también conocida
como CDC2). Por lo general, las células senescentes poseen un contenido de ADN tipico de fase
G1 (2N). Esto sucede debido a la alta expresién de inhibidores de CDKs (CKIs) pertenecientes
a la familia INK4 y la familia CIP/KIP. Estos CKls inhiben la accién de CDK2, CDK4 y CDK®6 vy,

por tanto, detienen el ciclo celular en G1. Ademas, durante esta fase del ciclo, existe un punto
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de control denominado punto de restriccion o punto R. Aqui se integran las sefiales intrinsecas
y extrinsecas para permitir la transicion hacia fase S. Al inducirse senescencia, diferentes
factores confluyen para mantener activa a la proteina retinoblastoma (pRB) y bloguear asi la

transicion G1/S. Entre los distintos factores, es muy importante la alta expresion de los CKIs®19,

2.1.2. Reversibilidad de la senescencia celular

Existen multiples estudios que apoyan la entrada de nuevo en ciclo por parte de las
células senescentes. Por ejemplo, la pérdida puntual de proteinas de la familia de pRB permite
el reinicio del ciclo celular de fibroblastos que han alcanzado senescencia inducida por la
sobreexpresion de RAS mutado!!. En senescencia replicativa, la inactivacion de p53 también
permite la vuelta a la proliferacion si los niveles de pl6'Nk4a son bajos!?. También se ha
demostrado que JIMJD2C y LSD1, proteinas demetilantes de H3K9, son capaces de promover la
proliferacion tras la parada causada por la senescencia inducida por oncogenes (OIS)!3. En esta
misma idea se basan los estudios que abogan por la reversibilidad de la senescencia inducida
por terapia (TIS) para explicar la entrada como células durmientes de células tumorales que
posteriormente puede causar la recaida en pacientes de cancer, como se ha observado en

cancer de mama, colon, pulmén, prostata o glioblastomal4-19,

2.1.3. Resistencia a apoptosis

Las células senescentes se caracterizan por una sefializacion en favor de la supervivencia
que confiere resistencia a la apoptosis o muerte celular programada. En condiciones normales,
ante estreses de diferente naturaleza, como los que producen dafio grave en el ADN, se detecta
la inviabilidad celular y se activan sefiales proapoptéticas. Entre estas sefales destacan aquellas
promovidas por la actividad de p53, como la activacién de sus dianas transcripcionales BAX o
NOXAZ20, Sin embargo, las células senescentes presentan una alta actividad de moléculas con
funcion antiapoptética o de supervivencia como aquellas de la familia BCL-2, BCL-xL y BCL-w,
PI3K o p21CIP1 3421 Se ha comprobado utilizando modelos deficientes en p21°Pl que su
sefializacion es esencial para la resistencia a apoptosis en senescencia. En ausencia de p21¢'P1,
la acumulacion de dafio en el ADN provoca la activacion de JNK'y de caspasas, via ATM y NFkB,
lo cual, permite que se lleve a cabo la apoptosis. Esta sefalizacion en favor de la supervivencia
también se ha observado en células tumorales?2. Ademas, in vivo, la inhibicién especifica de las
moléculas antiapoptéticas BCL-W y BCL-XL logra eliminar células senescentes en pulmén y en

la epidermis?t,

2.1.4. Cambios en la cromatina

Las células senescentes se caracterizan por acumular dafio en el ADN, lo cual tiene
consecuencias sobre la estructura de la cromatina. Asi, en células senescentes se forman foci
nucleares denominados segmentos con alteraciones de cromatina que refuerzan la senescencia
(DNA-SCARS) y se mantienen permanentemente en la célula. Aunque contienen proteinas
activas de reparacion del ADN como CHK2 o p53 al igual que los foci transitorios de reparacion

de dafio en el ADN, difieren de ellos por no contener ADN de simple cadena o ADN en sintesis,
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ademas de asociarse a cuerpos nucleares PML y carecer de proteinas RPA y RADS. Estos foci
pueden promover el fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP) y la parada de ciclo
celular, para la cual, necesitan de p53 y pRB, aunque su formacion es independiente de ambas
proteinas?®. También es posible observar en células senescentes foci de heterocromatina
asociados a senescencia (SAHFs). Estas estructuras coinciden con los promotores de genes de
ciclo celular que responden a factores de transcripcién E2F, silenciandolos en colaboracion con
pRB?425, Los SAHFs se originan a partir de la reorganizacién espacial de marcas epigenéticas
represoras como metilacion de H3K9, HP1 o macroH2A y carecen de la histona “linker” H12627,
Otra alteracién de la cromatina observada en senescencia es la distension de satélites asociada
a senescencia (SADSs) que consiste en la descondensacion de la heterocromatina constitutiva
formada por el ADN satélite pericentromérico. Esta alteracion aparece con antelacion a los
SAHFs en células senescentes y difiere de ellos por conservar marcas epigenéticas candnicas y

por ser independiente de rutas de sefializacion especificas de senescencia?®.

2.1.5. Modificaciones epigenéticas en senescencia celular

Las células sufren grandes cambios epigenéticos durante la adquisicion del fenotipo
senescente. Estas alteraciones tienen como consecuencia cambios en la accesibilidad de la
cromatina y, por tanto, afectan a la expresion génica. Entre las modificaciones epigenéticas que
sufren mayores variaciones durante la senescencia celular se hallan la metilacion del ADN vy las

modificaciones de histonas?°.

La senescencia replicativa estd asociada a ADN globalmente hipometilado en sitios CpG,
a excepcion de algunos de estos sitios que si se encuentran hipermetilados. Esta hipometilacion
se asocia a la desregulacién del enzima DNMT1 adquirida con el nimero de replicaciones y esta
asociada al incremento de p16'Nk4ay p21C€IP1 29, Sin embargo, en senescencia prematura, como
en la inducida por tratamiento con doxorrubicina, radiacion o en sobreexpresiéon de RAS
oncogénico no se observa esta hipometilacion del ADN. Se ha sugerido que es debido a que las
células no realizan el nimero de duplicaciones suficientes como para adquirir las modificaciones

de metilacion encontradas en senescencia replicativa 30-32,

Las histonas son modificadas postraduccionalmente en su cola amino-terminal, alterando
asi la interaccion entre nucleosomas y regulando la estructura de la cromatina en dltimo lugar=s.
La senescencia replicativa se asocia a la disminucién global de histonas y, por tanto, de histonas
modificadas. Asi, se ha sugerido que el represor Rapl abandona sus sitios de unién en los
extremos cromosOmicos para unirse a los genes que codifican las histonas. A su vez, se ha
observado una disminucion generalizada de las modificaciones de histona H4K16Ac, H3K4me3,
H3K9me3 y H3K27me3, y un aumento de H3K9Ac y H4K20me3, junto con p-H2AX. Esta Ultima,
se asocia con acortamiento telomérico y colocaliza con la maquinaria de reparacion de roturas
de doble cadena (DBS)2°. Ademas, también se sabe que en senescencia la histona macroH2A1.1
aumenta la actividad de PARP1, dando lugar al aumento de SASP por la via PARP/NFKB. En
este caso se genera un bucle en pro de la senescencia en el que factores SASP incrementan la

expresion de macroH2A13435,
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La modificacion de histonas también puede servir para reclutar enzimas remodeladoras
de la cromatina que utilizan la energia de la hidrélisis de ATP para reposicionar los
nucleosomas?®. Se han asociado diversos de estos procesos a la senescencia. Por ejemplo,
ARID1B, que forma parte del complejo remodelador SWI/SNF, puede provocar dafio en el ADN
y producir especies reactivas del oxigeno (ROS). De este modo, se aumenta la expresiéon de p53,
p21CPl y p16'NK4a y se inicia la senescencia®®3’. Ademas, el complejo SWI/SNF también facilita
el desalojo del complejo represivo 2 (PRC2), que es parte del grupo de proteinas Polycomb
(PcG), y asi puede dar lugar a la activacién de la expresion de los genes codificados por el locus
INK4a/ARF?38,

2.1.6. Cambios metabdlicos

A pesar de permanecer en un estado no proliferativo, las células senescentes presentan
un alto nivel metabdlico. Esto es debido a la alta demanda de energia y de componentes
celulares que exige el fenotipo senescente33%40, Por un lado, el catabolismo en células
senescentes se centra en un alto consumo de glucosa para generar ATP. Se sabe que la glicolisis
aumenta ante estimulos oncogénicos, genotéxicos y en senescencia replicativa. Ademas, la
mitocondria disfuncional, que es caracteristica de la senescencia, no sélo afecta a la produccién
de ATP, sino también directamente al balance redox de la célula y una ratio NAD*/NADH baja

conduce a la parada proliferativat142,

Por otro lado, el anabolismo se centra en la sintesis de proteinas, para el desarrollo del
fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP), y de lipidos, para llevar a cabo la autofagia y
sintesis de organulos membranosos. Ademas, la sintesis de glucégeno también se ha observado
aumentada en fibroblastos humanos senescentes y en el envejecimiento de diversos tejidos®.

Adicionalmente, los efectos del estrés replicativo también son notables en la sintesis de ADN*3,

En cuanto a las rutas de sefializacion catabdlicas alteradas en senescencia, destaca la
activacion de AMPK y NFkB. Por ejemplo, en el caso de la senescencia inducida por radiacién
ionizante, la activacion de AMPK favorece el flujo glicolitico y activa NFkB, lo cual también
promueve la produccién de factores SASP. En cambio, se ha observado que en el caso de OIS,
es necesaria pRB para la activacion de la via glicolitica. Sin embargo, la produccién de lactato
en ambos casos da lugar a la activacion de NFkB de nuevo y al refuerzo del SASP y del fenotipo
senescente?®. Ademas, los altos niveles en la ratio AMP/ATP o ADP/ATP que caracterizan a las
células senescentes pueden provocar que la activacion AMPK sea crénica. Cuando esto sucede,
AMPK puede activar a p53 y provocar el inicio de la senescencia**. Adicionalmente, los niveles
en senescencia de NAD*/NADH pueden activar PARP y sirtuinas, capaces de promover también

la expresion de NFkB y, por tanto, el SASP45,

Entre las rutas anabdlicas que aparecen alteradas en el fenotipo senescente, destacan la
sefializacion de GSK3, ATM, SREBP1 y mTOR. GSK3 es un regulador principal de la
glucogenogénesis que puede inactivarse al ser fosforilado por AKT. Si GSK3 se encuentra

desfosforilado, se activa GS que media la formacion de glucdgeno a partir de glucosa-6-fosfato.
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Se ha demostrado que la inhibicion de GSK3 puede dar lugar a senescencia y acumulacion de
glucogeno®. En el caso de ATM, se sabe que su activacién en condiciones de estrés replicativo
da lugar a senescencia celular. En estas condiciones se restringe el consumo de glucosa y
glutamina para disminuir la produccién de dNTP a través de la ruta de las pentosas fosfato“3. Por
otro lado, SREBP1 es un regulador clave de la lipogénesis y su expresién es alta en células
proliferativas para aumentar el nimero de organulos membranosos que repartir en la divisién
celular. Algunas células senescentes también tienen alta expresién de este regulador y sus
enzimas diana (FAS, ACC y ACL). Su sobreexpresion conduce al aumento lipidos de membrana
y de la masa celular, sin embargo, también provoca la parada proliferativa por el desbalance
adquirido al no suceder la mitosis*®. En la regulacién de SREBP1 intervienen mTOR, AMPK y
GSKa. Finalmente, en cuanto a la sintesis de proteinas, se sabe que tanto GSK3 como mTOR

son capaces de inhibir la traduccion mediante la inhibicién de EIF4 e EIF2b, respectivamente?.

MTOR es una proteina quinasa con funcion de sensor de nutrientes que regula el
metabolismo y el crecimiento celular y tiene un papel fundamental en senescencia celular. mTOR
se puede encontrar formando dos complejos diferentes segun las proteinas de andamiaje que lo
acomparfien. mMTORCL1 cuyo complejo lo caracteriza la proteina Raptor y mTORC2 en el que
destaca Rictor. Se ha demostrado en multiples estudios que la inhibicion de mMTORC1 se asocia
al incremento de la esperanza de vida y puede aliviar los sintomas de patologias asociadas al
envejecimiento (Sindrome de Leigh, enfermedades cardiovasculares, Alzheimer, Parkinson).
Esto se ha comprobado en multiples organismos mediante su inhibicion directa con rapamicina
y también mediante dieta de restriccion caldrica*’. Se ha observado que la sefializacion de
mTORCL1 es elevada durante la senescencia replicativa, en OIS y en la inducida por ROS
mitocondrial. Ademas, mTOR se considera responsable de la irreversibilidad de la parada
proliferativa en senescencia o geroconversion. En modelos de senescencia inducida por p16'Nk4a
y por p21¢P1 |a inactivacién de estos CKls basta para la vuelta a la proliferaciéon, mientras que,
si en esas condiciones se activa mTOR, la parada es irreversible. Sin embargo, se ha
comprobado que, en ciertos tipos celulares, la parada proliferativa mediada por p53 no se hace
irreversible con la activacion de mTOR ya que p53 puede inhibir su funcién en ciertos contextos.
Ademas, mTORC1 también es capaz de promover SASP a través del aumento de IL1a y de
MAPKAPK 2394748,

2.1.7. Fenotipo secretor asociado a senescencia

Los cambios genéticos y metabdlicos que sufre la célula durante la adquisicion del fenotipo
senescente llevan a la sintesis y secrecién aumentadas de una gran variedad de moléculas. El
fenotipo secretor asociado a senescencia, también conocido como secretoma mensajero
senescente, lo forman el conjunto de citoquinas, quimioquinas y proteasas sintetizadas por las
células senescentes. Estas moléculas le sirven a la célula en la comunicacién con las células y
tejidos de su alrededor. EI SASP es un fenotipo heterogéneo y pleiotrépico, que depende del
contexto genético, el tipo celular y el microambiente. Por tanto, sus funciones son también

diversas y entre ellas se han encontrado aspectos fisiolégicos positivos y negativos®4°.
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Las funciones principales del SASP son el refuerzo de la parada del ciclo celular de forma
autocrina y paracrina y, ademas, el aumento del fenotipo senescente. En este proceso
intervienen moléculas como las interleuquinas IL6 e IL8 o receptores como IL6R y CXCR2 que
conforman un bucle de retroalimentacion positiva en favor de la senescencia celular. Esta
sefializacion constituye también un mecanismo de supresién tumoral que impide el crecimiento
de células no transformadas®%-52, Ademas, las células senescentes pueden tener una funcién de
reclutamiento sobre el sistema inmune que contribuye a la eliminacion de células premalignas y
senescentes y que se lleva a cabo mediante la secrecion de interleuquinas proinflamatorias®2.
Ademas de estas funciones, el SASP tiene relevancia en la remodelacion de tejido, en la

senescencia del desarrollo, en la cicatrizacion de heridas y en la plasticidad celular”.

Sin embargo, el SASP también puede contribuir al desarrollo tumoral a través de la
secrecion de factores como VEGF, que favorece la angiogénesis, o al reclutar células mieloides
inmaduras. Esto ultimo tiene un efecto inmunosupresor que colabora en el desarrollo de algunos
tumores como el de préstata o el de higado %4-5. Por otra parte, se relaciona la actividad
proinflamatoria del SASP con los efectos deletéreos del envejecimiento debido a la acumulacion

de células senescentes en los tejidos, en un concepto denominado “inflammaging”>.

Al igual que sus funciones, la composicién y la regulacién del SASP también son diversas y
contexto-dependientes. No obstante, existen factores comunes que poseen gran relevancia en
la regulacion de este fenotipo como NFkB, C/EBPB y mTOR, MLLT1, GATA4, p38MAPK e
incluso algunos efectores de la respuesta a dafio en el ADN (DDR). En el caso de NFkB y
C/EBPB se genera un bucle de retroalimentacién positivo en el que ambos activan factores clave
del SASP como son IL6 e IL8 y, a su vez, estos son capaces de aumentar la actividad de NFkB
y C/EBPB5%52, Otra via central para el control del SASP es la de mTOR, sobre la que convergen
multiples rutas de sefializacion celular. mMTOR puede promover la accién de la interleuquina IL1a
que actua, a su vez, como otro regulador clave en el desarrollo del SASP>7. Ademas, la diversidad
de moléculas secretadas en el SASP hace que se diferencien subgrupos de factores o
secretomas segun las vias principales que los regulan. Mientras que los componentes
inflamatorios del SASP se rigen al control central de IL1, otro secretoma, el caracterizado por
TGFB, parece depender de la sefalizaciéon yuxtacrina de NOTCH. Muchos de los factores SASP
son proteinas solubles que pueden secretarse directamente al medio extracelular, sin embargo,
otros factores son proteinas transmembrana que deben escindirse e incluso algunos otros se

secretan en vesiculas tipo exososomas 34549,

2.2. Alteraciones estructurales y morfoldgicas en senescencia celular

2.2.1. Cambios en autofagiay lisosomas

La autofagia es un proceso de sefializacion celular por el que se lleva cabo la reutilizacion
de componentes citoplasmaticos mediante su incorporaciéon en vacuolas y su degradacion en los
lisosomas. Existe una elevada actividad autofagica en las células senescentes debido a la gran

demanda energética y a la alta cantidad de componentes celulares aberrantes. Ademas, se cree
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gue la activacion de la autofagia es capaz de iniciar la senescencia 324. Por ejemplo, se sabe que
la inactivacion de mTORCL1 en condiciones de limitacion nutrientes pone en marcha la autofagia
para la reutilizacion de material citoplasmético hacia el metabolismo catabdlico®®. Esto se debe
a que mTOR es capaz de formar un compartimento denominado compartimento de acoplamiento
espacial autofagico de mTOR (TASCC), el cual es inducido en senescencia iniciada por RAS. La
inhibiciébn de mTOR en estas condiciones lleva a la disminucién de la sintesis de las proteinas
del SASP IL6 e IL8%. También se ha observado que ante estimulos oncogénicos se activa la
autofagia para la degradacion de LaminlB. Esto puede iniciar la senescencia y evitar la
transformacién tumoral en células humanas®®. Recientemente, se ha demostrado que p38MAPK
es suficiente para activar la produccion de autofagosoma y activar el flujo basal autofagico y esto

es capaz de provocar senescencia en células tumorales en preferencia a la apoptosis®?.

Aungue se ha observado que las células necesitan la activacion de la autofagia para el
correcto desarrollo del SASP, existe un desacople entre la sintesis de proteinas y su
degradacion, al igual que sucede con otros componentes celulares en senescencia. Esto sumado
a otros tipos de estrés frecuentes en senescencia (estrés oxidativo, acumulacién de mutaciones,
falta de chaperonas) conduce al cimulo de agregados tdxicos que estan formados,
principalmente, por lipidos y proteinas unidos covalentemente y que aumentan ain mas el

fenotipo senescente339,

Para mantener la homeostasis, la autofagia debe ser acompafada de una alta actividad
lisosomal. Por tanto, en las células senescentes se da un aumento del contenido de los lisosomas
y la activacion de sus proteinas. Esta en discusion si el aumento del contenido de estos organulos
se debe al incremento en su biogénesis 0 a su acumulacién. Dentro de los lisosomas de las
células senescentes se observa una alta actividad del enzima B-galactosidasa. La actividad de
este enzima tiene un uso extendido como marcador de senescencia celular, midiéndose gracias
al reactivo artificial conocido como X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido) a pH
acido. Este enzima se traduce desde uno de los transcritos codificados por el gen GLB1. Aunque
se conocen mecanismos que regulan su expresion a nivel transcripcional y postraduccional, se

desconocen aquellos que establecen su sobreexpresion en senescencia celular24,

Aunque existe una alta actividad B-galactosidasa acida intrinseca a ciertos tipos celulares,
como macréfagos maduros de tejido y osteoclastos, es el marcador de senescencia mas
empleado junto con la sobreexpresion de p16/Nk4a 6263 Ademads, existen soélidas evidencias que
respaldan la alta actividad p-galactosidasa acida en células senescentes como un fendmeno
fisiologico. Por ejemplo, se ha asociado el envejecimiento de la piel y la acumulacion de células
senescentes con la actividad B-galactosidasa acida®*. También se ha observado actividad B-
galactosidasa acida en OIS, hallada en lesiones premalignas en modelos in vivo y en muestras
de pacientes®. Ademas, la actividad B-galactosidasa &cida se observa en otros procesos

fisioldgicos como la reparacion de tejido® y la senescencia en desarrollo embrionario®667,
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2.2.2. Mitocondria disfuncional

Las células senescentes se caracterizan por la acumulacién de mitocondrias
disfuncionales debido, principalmente, a la falta de una actividad mitofagica apropiada. Las
mitocondrias de células senescentes sufren multiples cambios no sélo en funcionalidad y en su
estructura, sino también en su dinamica, favoreciendo la fusién respecto a la fision. Destaca,
especialmente, el cambio en el potencial de membrana de las mitocondrias de células
senescentes, el cual, es responsable de la fuga de protones y del aumento de ROS. De hecho,
se ha sugerido que la relevancia de la mitocondria en senescencia es mayor por la produccion
de ROSy el consecuente estrés oxidativo, que por su funcion de aporte energético, la cual, puede

ser suplida por la glicolisis®48,

2.2.3. Morfologia celular asociada a senescencia celular

Una de las caracteristicas mas evidentes de las células senescentes es la morfologia
alargada y aplastada que adopta su citoplasma in vitro. Se ha demostrado que esta morfologia
puede ser consecuencia de la sobreexpresién en condiciones de estrés de CAV1, gen que
codifica la Caveolina-1, un componente de los microdominios ricos en colesterol de la membrana
plasmética. En células epiteliales humanas, la exposicion excesiva a estrés oxidativo provoca
que p38MAPK promueva la activacion transcripcional de CAV1, mediada por la uniéon de Spl a
su promotor, y dando lugar al cambio en la morfologia de la célula%®. A nivel morfolégico, también
es comun observar células senescentes con nucleos irregulares o multinucleadas. Estas células
presentan defectos en la lamina nuclear, cuyo componente Lamin-B1, se pierde ante la activacion
de p53 o pRb en ratones y humanos™. Ademas, se ha comprobado que Lamin-B1 puede
emplearse como biomarcador para deteccion de células dafiadas y durante la regeneracion de

la piel en humanos™.

3. Mecanismos que desencadenan la senescencia celular

3.1. Senescencia replicativa'y dafio en el ADN

La senescencia replicativa fue descrita por primera vez décadas atras, cuando el Dr.
Leonard Hayflick observdé que el nimero de duplicaciones de los fibroblastos diploides era
limitado’2. Mas tarde, la senescencia replicativa se ha observado también en mudltiples tipos
celulares incluyendo células endoteliales, queratinocitos, linfocitos, células adrenocorticales,

condrocitos o células de musculo liso vascular’s.

La senescencia replicativa tiene su fundamento en el acortamiento telomérico. Los
telémeros son estructuras formadas por secuencias de nucleétidos TTAGGG repetidas en la
region extremo final de los cromosomas y por las proteinas que se asocian a ellas’*. Estas
estructuras ribonucleoproteicas protegen a los cromosomas de su deterioro y de su fusién con
cromosomas adyacentes’. Ademas, los telémeros se acortan con cada division celular debido a
la incapacidad de las ADN polimerasas de replicar por completo una cadena de ADN7®, Esto fue
demostrado en 1990 en fibroblastos humanos y, posteriormente, se ha detectado in vivo en

células de higado, piel, sangre, linfocitos y mucosa del colon?377. Este problema de replicacion
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de los extremos se ve compensado por la accién de la telomerasa (TERT), un enzima
transcriptasa inversa capaz de afiadir repeticiones TTAGGG a los extremos de los cromosomas
utilizando una molécula de ARN como molde’. La expresion ectopica de TERT hace posible la
evasion de la senescencia en fibroblastos humanos™. Sin embargo, en fibroblastos embrionarios
de ratén (MEFs) de ratones deficientes en Tert no se adelanta la aparicion de la senescencia
replicativa. Estos ratones deficientes en Tert no muestran signos de envejecimiento prematuro
hasta después de varias generaciones de entrecruzamientos, cuando los telémeros son
criticamente cortos y provocan inestabilidad genémica®. Este fenotipo conduce a una esperanza
de vida mas corta, imposibilita la respuesta a diferentes tipos de estrés y aumenta la frecuencia
de aparicién de lesiones malignas®.. Sin embargo, los signos de envejecimiento asociados al

genotipo de estos ratones pueden mitigarse tras la reactivacion de Tert®2,

Las células que expresan el enzima telomerasa varian en mamiferos segun la especie. En
humanos se expresa en células madre embrionarias, algunas células madre adultas y en pocas
células sométicas. En ratones, sin embargo, es posible encontrar actividad telomerasa en
muchas células somaticas de tejido adulto, incluidos los fibroblastos. A pesar de esto, y de que
los telémeros de ratén son 5-10 veces mas largos, su esperanza de vida es 30 veces menor83-
85, Asi, el estudio comparativo de multiples especies de mamiferos relaciona la longitud de los
teldmeros inversamente al tamafio corporal y positivamente a la actividad telomerasa. Esto
podria sugerir una evolucion hacia telomeros cortos y telomerasa poco activa que favorece la
supresion tumoral”®. En humanos, mas concretamente, el acortamiento telomérico se ha
asociado al estrés y a patologias relacionadas con el envejecimiento, aunque no de manera
causal. Por ejemplo, algunas enfermedades genéticas humanas, como la disqueratosis
congénita, provocan la aparicion de telomeros disfuncionales y tienen asociados sintomas de

envejecimiento prematuro como fibrosis pulmonar o cirrosis?3:86,

La célula es capaz de detectar el acortamiento telomérico y desencadenar una respuesta a
dafo en el ADN (DDR) que provoca la parada del ciclo celular con tal de reparar ese dafio. Si el
dafio resulta irreparable, la sefializacién desemboca en el inicio de la senescencia replicativa 7>.
La DDR puede activarse en la célula ante otro tipo de perturbaciones en el ADN que son
censados como dafios severos, como las roturas de doble cadena (DSBs). Algunas de estas
perturbaciones suceden ante estrés oxidativo, estrés oncogénico, radiacion ionizante o la
quimioterapia. Esta respuesta celular tiene su eje principal en una ruta de sefializacion que
comienza con la unién al ADN de las quinasas ATM o ATR. Estas proteinas fosforilan histonas
H2AX en las zonas de dafio y atraen al complejo de reparacion del ADN. Este complejo también
es reclutado por la histona trimetilada H3K9me3. Entre los diversos sustratos de ATM destacan
dos quinasas esenciales como las CHK1 y CHK2, proteinas adaptadoras como 53BP1 y el

regulador de puntos de control MDC1487:88,
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3.2. Efectores de la parada proliferativa en senescencia celular

3.2.1. p53

Diferentes estimulos pueden llevar a la estabilizacion de la proteina p53 mediante la
fosforilacion de varios de sus residuos y conducir a la parada de ciclo celular. Esta parada
proliferativa se lleva a cabo gracias a la activacién de p21©P! y a la interaccién con la ruta
pl6'NK4a/pRB. p21CP1l bloquea principalmente a CDK2, CDK4 y CDK®, resultando en niveles
hipofosforilados de pRB y en la parada proliferativa38°. La proteina p53 es, ademas, regulada
por ARF. ARF ayuda a mantener los niveles de proteina p53 al secuestrar a HDM2, una proteina
gue tiene funcién ubiquitin ligasa y que se encarga de facilitar la degradacion de p53%. En su
funcion de factor de transcripcion puede, no solo iniciar la parada proliferativa ante dafio al ADN,
sino que activa la reparacion del ADN, promueve la apoptosis, la senescencia y cambios en el
metabolismo ante diversidad de estimulos enddgenos y exégenos®. La actividad de p53 es
imprescindible para el proceso de senescencia replicativa tanto en fibroblastos humanos como
de raton. Sin embargo, no es asi en el caso de p21°P1, que es indispensable en fibroblastos
humanos, pero no en MEFs®2, Sin embargo, los ratones deficientes de p21°irl si que tienen mayor
susceptibilidad al desarrollo de tumores®. Ademas, la relevancia de p53 en la tumorigénesis la

confirma su alta frecuencia de mutacion en la mayoria de tipos de tumores humanos®.

3.2.2. Inhibidores de CDK

Como se menciono anteriormente, los CKls pertenecen a dos familias de proteinas. Por
un lado, la familia INK4 estA compuesta por p16'Nk4a (CDKN2A), p15'Nk4b (CDKN2B), p18!Nkac
(CDKN2C) y p19'Nkad (CDKN2D) que se unen especificamente a CDK4 y CDK6 produciendo un
cambio alostérico en ellas que impide la uniéon de las ciclinas de tipo D. Por otro lado, la familia
CIP/KIP esta formada por p21¢*! (CDKN1A), p27KP1 (CDKN1B) y p57KP2 (CDKN1C) que son
capaces de unirse a varios complejos CDK-Ciclina ya formados e inhibirlos. Todas estas
proteinas tienen gran importancia en la supresién tumoral debido a su funcién en la parada

proliferativa®*95.

Entre este conjunto de inhibidores del ciclo celular, tiene especial relevancia p16'Nk4a que,
en su relacion con pRB, conforma un eje central de la senescencia y la supresion tumoral. La
ruta de sefializacion celular p16'N%4a/pRB responde de manera directa a diversos estimulos y de
forma indirecta a dafio en el ADN y p53, que son también capaces de detener el ciclo celular?.
En concreto, pRB ejerce su funcién de supresion tumoral gracias a su capacidad para unirse e
inactivar a la familia de factores de transcripcion E2F, los cuales, regulan la transcripcion de

genes necesarios para la replicacién del ADN vy el ciclo celular®®.

Los niveles de expresion de pl6™kaA aumentan considerablemente con el nimero de
replicaciones de células in vitro, su delecién es habitual en células inmortalizadas y la pérdida de
su funcién, por mutacion puntual o delecién, se encuentra entre las mutaciones mas comunes
en los tumores humanos 2497, Ademas, el silenciamiento de p16'Nk42 a través de la metilacion de

su promotor ha sido observado en mdltiples tipos de tumores humanos®,

12



Introduccion

pl6NK4a p15INK4b y ARF comparten la misma fraccion del genoma. Aungque p15™NK40 es
similar en funcién y estructura a p16'Nk4a, este primero posee su propio marco abierto de lectura
independiente al de los otros dos genes. Sin embargo, pl6NK4a y ARF comparten 2 de sus 3
exones. A pesar de esto, p16Nk4a y ARF no poseen ninguna homologia en su secuencia de
aminoacidos debido a que ambas proteinas estan codificadas en marcos alternativos de lectura.
Esto es debido a que comienzan su transcripcion en sitios distintos y, ademas, poseen un primer
exon diferente. Al igual que p16'NK4ay p15INK4b  ARF posee una importante funcién en supresion

tumoral ya que ayuda a mantener los niveles de proteina p53%.

Por todo ello, la regulacion del locus INK4A/ARF es crucial en la parada del ciclo celular
en senescencia. En células proliferativas normales, el locus INK4a/ARF se encuentra silenciado
gracias a la accion del PcG®°. De este modo, la alteraciéon del PcG o la pérdida de funcién de
alguno de sus componentes como CBX7, BMI1, o EZH2, conlleva a la pérdida de las
modificaciones epigenéticas mencionadas, y, consecuentemente, a la activacién de p16'Nk4a y
ARF e induccion de senescencia. Otros modificadores epigenéticos que actian sobre el locus
INK4a/ARF son CTCF, p300, MLL1, JMJD3, 0 ZRF13249,

Existen otras capas de regulacion sobre el locus INK4a/ARF y, entre ellas, también es
relevante la regulacién mediada por factores de transcripcion. En particular, destacan activadores
como Spl, Ets, AP1y PPARYy y factores represores como TWIST, YB1 o Id1 y algunos de estos

factores podrian actuar de guia para los modificadores epigenéticos que actian sobre el locus®.

3.3. Senescenciainducida por oncogenes

La senescencia puede ser iniciada cuando las sefiales mitogénicas son excesivas. Esto
supone un mecanismo antitumoral que es provocado por la activacion de ciertos protooncogenes
y también por la pérdida de funcién de genes supresores tumorales. La primera evidencia de OIS
se hall6 ante la sobreexpresion de una version oncogénica de HRAS (HRASG12v) en células
normales no inmortalizadas. Estas células iniciaban la parada proliferativa y adquirian un fenotipo
indistinguible del de la senescencia celular acompafiado de la activaciéon de pl6'Nk4a y
ARF/p531%, RAS es un miembro de la ruta de sefializacién de la proteina quinasa MAPK, la cual
es capaz de activar OIS involucrando en su respuesta a p53 y p16'Nk4a101 Ademds, otras de las
proteinas de esta ruta de sefializacion en version mutante hiperactivada, como RAF, MEK, BRAF
y muchos protooncogenes como PI3K, AKT, MYC, ERBB2 o p38MAPK, entre otros, también
suponen una sefal mitogénica y pueden desencadenar la OIS. A su vez, la pérdida de funcién
de genes supresores de tumores como, por ejemplo, PTEN o NFI posee el mismo efecto sobre

la senescencia®24.

Gran parte de la sefializacion celular provocada por los oncogenes activados y por las
sefiales de hiperactivacion mitogénica provocan dafio en el ADN y la consecuente DDR. En
células con expresion ectopica de HRAS mutado, se observa una fase hiper-replicativa que
desemboca en la caracteristica parada de ciclo de la OIS con ADN sélo parcialmente replicado°?.

Este estrés replicativo inducido por la activacion oncogénica contribuye a la inestabilidad
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gendémica caracteristica de las células tumorales. Los mecanismos propuestos por lo que esto
sucede son mudltiples (disminucién de nuclettidos o de factores de replicaciéon, aumento o
reduccion de “origin firing”, reduccion de ratio de elongacion de las horquillas de replicacion)103-
105 Recientemente, un estudio ha identificado y comparado los sitios de origen de replicacién
generados antes y después de la activacién de los oncogenes CCNE1 y MYC. Se localizaron
origenes de replicacion dentro de genes altamente transcritos tras la sobreexpresion de ambos
oncogenes. Las horquillas de replicacion en estos casos colapsaban debido al conflicto entre la
transcripcion y la replicaciéon y esto se asocia con DSBs y “chromosomal rearrangement

breakpoints” en el modelo celular mencionado y también en muestras de pacientes de cancer05,

Las evidencias de que la OIS es un fendmeno fisiol6gico son abundantes, recogidas en
modelos animales y en tumores de pacientes. Por ejemplo, en nevus melanocitico adquirido y
congénito (lesiones benignas derivadas de melanocitos) se ha identificado actividad (-
galactosidasa acida, alta expresion de pl6'NK42 y ausencia de MIB1 sin actividad
proliferatival®107, Ademas, en ratones transgénicos que so6lo sobreexpresan BRafV600E en
melanocitos se observé parada proliferativa, mientras que en combinacion con la falta de genes
supresores tumorales como PTEN se generaban melanomas 198109, |gualmente, en pulmén, un
modelo de expresién inducible del oncogén KRas-V12 se empleé para estudiar lesiones
neoplasicas. Se pudo observar actividad B-galactosidasa acida, expresiéon de p16'NK4A e indicios
de SAHFs solamente en los multiples adenomas hallados. Sin embargo, los pocos
adenocarcinomas que se generaron no presentaban estos marcadores de senescenciall®. Del
mismo modo, en un modelo de raton de pérdida del supresor de tumores PTEN se pudo observar
marcadores de senescencia en las neoplasias de estadio temprano en prostata, pero no en los
tumores malignos mas avanzados que se generaron solo tras eliminar también la expresion de
Trp5311L, Cuando se expresaba NRAS en células linfoides de ratén, se observaban evidencias
de OIS. Si a esta sobreexpresion oncogénica se sumaba la mutacion de Suv39hl (Histona
metiltransferasa que media silenciamiento de pRb) o del locus de p53, se producian linfomas?12,
También en glandula pituitaria de raton se han hallado evidencias de OIS tras la expresion de
E2F, lo que interrumpia la proliferacion y evitaba la tumorigénesis!!3. Ademas, en humanos, los
microadenomas de esta glandula tienen una prevalencia del 10-25%. Se han analizado
evidencias que sugieren que la OIS frena un mayor desarrollo de este tipo de lesiones!!4,

3.4. Senescenciainducida por estrés oxidativo

Existen diferentes teorias que relacionan el estrés oxidativo con la senescencia celular y el
envejecimiento. Todas ellas han sido actualizadas frecuentemente desde que el Dr. Denham
Harman propusiera en 1956 la teoria del envejecimiento de los radicales libres. Segun esta teoria
“el envejecimiento debe de estar relacionado con un ataque de los radicales libres, generalmente
productos de procesos metabdlicos, a los componentes celulares”'15, Mas tarde, se focaliz6 esta
teoria de radicales libres hacia la mitocondria y se propuso también que sus efectos deletéreos
sobre la célula eran fruto de un desbalance en el equilibrio prooxidante-antioxidante en favor de

la oxidaci6n116,
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Los radicales libres mas comunes que se producen en el metabolismo normal de la célula
son el anidn superéxido (O2) y el radical hidroxilo ((OH). En concreto, la mitocondria disfuncional
se caracteriza por una fuga de electrones que genera Oz como producto secundario,
especialmente, de las reacciones llevadas a cabo en el complejo | (NADH deshidrogenasa) y en
el complejo 11l (complejo del citocromo bcl). Moléculas de diferente tipo como lipidos, proteinas
y ADN se dafian en presencia de estos radicales. Cuando el estrés oxidativo alcanza niveles
elevados y esto se prolonga en el tiempo, la célula adquiere un fenotipo similar al senescente.
Ademas, la acumulacion de ROS parece contribuir en la induccién de OIS, en TIS y también en
la senescencia mediada por p16'Nk4a117 ROS puede dafiar el ADN de diversas maneras: dafio
en una unica base, uniones covalentes o cross-linking intracatenario, aductos ADN-proteina y
enlaces intercatenarios!!®. Ademas, se ha relacionado a ROS con un aumento del acortamiento
de los telomeros!!®. De este modo, ROS puede inducir DDR y el consecuente inicio de la
senescencia. Sin embargo, se ha propuesto también una posible retroalimentacion positiva entre
la DDR inducida por estrés oxidativo y la propia produccion de ROS. Este bucle seria promovido
por la activacién a largo plazo de p21€P! y trae como consecuencia el deterioro de las

mitocondrias y la consecuente fuga de electrones?0,

Las proteinas son otra de las principales dianas de ROS en su contribucién al estrés
oxidativo. ROS tiene un papel importante en la sefializacién celular que se lleva a cabo mediante
ciclos de oxidacién-reduccion de residuos aminoacidicos de las proteinas, generalmente
metionina y cisteina. Sin embargo, existen modificaciones oxidativas que no son reversibles de
manera enzimética como la carbonilacion. Cuando esto ocurre, y existe un cimulo excesivo de
proteinas oxidadas, la célula debe degradarlas via proteasoma. No obstante, las proteinas
oxidadas y unidas en cross-linking inhiben el proteosoma y se acumulan dentro de los

lisosomas!i7121,

Para evitar el dafio producido por ROS, la célula posee distintos mecanismos de proteccion
basados en moléculas antioxidantes. Esta regulacion hacia la homeostasis se lleva a cabo por
moléculas antioxidantes endégenas como el glutation y enzimas como superéxido dismutasas,
catalasas o tiol peroxidasas. A su vez, la célula puede tomar ventaja de moléculas exégenas
como micronutrientes o vitaminas!l’. Existen evidencias que indican que la falta de enzimas
antioxidantes contribuye a la aceleracion del envejecimiento. Por ejemplo, ratones deficientes en
PrxIll tienen una disminucién de las capacidades fisiolégicas prematura respecto al fenotipo
silvestrel?2, La disminucién de PrxI acelera la aparicion de anemias hemoliticas y de tumores en
raton'?3, En fibroblastos humanos, la expresién de enzimas sulféxido reductasas disminuye
durante la senescencia replicativa'?*. Ademas, las moléculas antioxidantes no enzimaticas
también parecen tener un papel en el retraso de la senescencia. Por ejemplo, el balance glutatién
oxidado/reducido crece a favor de la oxidacién con la edad en sangre de sujetos sanos y también
en células madre de tejido adiposo'”1?5, Sin embargo, altas dosis, no citotdxicas, de

antioxidantes sintéticos provoca senescencia prematura en células madre mesenquimales??5,
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A pesar de todas la evidencias y teorias clasicas, recientemente ha ido creciendo el nimero
de estudios que ponen en entredicho el efecto deletéreo de ROS en senescencia y
envejecimiento. Se ha observado en levadura y C. elegans que el incremento de ROS y el dafio
oxidativo no necesariamente acelera el envejecimiento!?”. En ratones, la modificacion genética
para el aumento de ROS mitocondrial tampoco acelera el envejecimiento!?® y el incremento de
antioxidantes no extiende la esperanza de vida®®. Ha ganado interés el papel de ROS en
sefializacion celular y homeostasis que puede promover la proliferacion y la supervivencia celular
en determinadas circunstancias. Por ello, se ha propuesto que aunque ROS interviene en la
sefializacion de dafio causado por envejecimiento, quiza su acumulacién con la edad en el

organismo no tenga por qué implicar un papel causal en el mismo?3°,

3.5. Senescenciainducida por terapia

La senescencia inducida por terapia (TIS) es aquella iniciada en las células tumorales y en
otras células de pacientes como consecuencia de un tratamiento de radioterapia, quimioterapia
o terapia dirigida contra la enfermedad del cancer88131, Existen evidencias de la TIS desde el
descubrimiento de la OIS. Varios estudios revelaron la importancia de las vias de sefalizacién
de p53 y pl6'NK4a en |a induccion de senescencia en tumores tras el tratamiento, asi como su
relacion con el prondstico in vivo3?-134, Este descubrimiento supuso la anulacién del paradigma
de la inmortalidad de las células tumorales y la creencia de que no podian adquirir un fenotipo

senescentelss,

La mayoria de los tratamientos contra el cancer producen dafio al ADN en las células
tumorales y en las células no transformadas del paciente. Esto desencadena la DDR y puede
desembocar en el inicio de la senescencia. En el caso de la radiacion ionizante, se ha descrito
su capacidad de producir TIS de manera dependiente de dosis y de tipo celular. A nivel molecular,
la parada de ciclo celular inducida por la radiacién ionizante en terapia depende de p21€P1y del
estado mutacional de p53 como se ha comprobado en tumores de mama, colorrectal y en
glioblastomal36.137, Ademas, la radiacién ionizante aumenta la produccién de ROS en las células,
especialmente ROS mitocondrial, y dafia el ADN. También se sabe que la proteina AKT puede
contribuir en el incremento de ROS que inicia p53 en la senescencia inducida por radioterapial.
In vivo, se ha comprobado que la radiacién ionizante provoca dafio en los progenitores

hematopoyéticos de la médula 6sea debido al aumento de ROS en estas células!®.

Multiples agentes quimioterpicos incluidos en la practica clinica inducen TIS. Esto incluye
farmacos como docetaxel, doxorrubicina, vincristina, cisplatino, ciclofosfamida o hidroxiurea8814°,
Recientemente, se estudio el efecto de mas de 50 compuestos de bajo peso molecular que
pueden inducir senescencia, entre los que se encuentran muchos agentes quimioterapicos. Se
observé que las células tumorales podian iniciar la senescencia de igual modo que las no
transformadas y que no existia una caracteristica fenotipica comudn para los diferentes modelos
y compuestos. Sin embargo, en la mayoria de casos existia alta actividad B-galactosidasa acida
y cambios morfolégicos en las células, pero en pocos se hallaron evidencias de SASP141,

También se ha comprobado, en ratones que padecen linfomas iniciados por Myc, que el
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tratamiento con ciclofosfamida provoca fenotipo senescente con alta expresion de p53 y pl6'nk4a,
Esto, ademas, correlacionaba con un mejor prondstico de supervivencia de los animales?'s3,
Ademas, se ha observado senescencia en biopsias de pacientes de cancer de mama, pulmén y
prostata sometidos a tratamiento de neoadyuvancia, correlacionando con el mejor pronéstico 688,
También existen terapias basadas en inhibidores especificos de moléculas relevantes en el
desarrollo de los tumores como las CDKs, NOTCH, CK2, MDM2, JAK2 o SKIP288,

Entre los efectos positivos de la induccion de senescencia en tumores se halla la parada
proliferativa y la apoptosis de las células tumorales y la consecuente anulacién de la progresion
de la enfermedad. También se ha sugerido como beneficiosa la induccién paracrina de la
senescencia a células tumorales cercanas'®!. Esto se ha intentado demostrar en células
tumorales, aunque no todas las lineas tumorales responden al medio condicionado por SASP

iniciando también la senescencial4?.

Sin embargo, entre los efectos negativos se sugiere que la TIS inducida por radiacion o
quimioterapia en células del microambiente tumoral lleva a efectos protumorales. Por ejemplo,
en células epiteliales premalignas, la produccién de SASP, en concreto IL6 e IL8, da lugar a un
fenotipo de malignidad e invasividad43. Otro efecto adverso para los pacientes es la salida de
las células tumorales de ese estado senescente inducido por la terapia que puede significar la
recaida de la enfermedad. Este fendmeno es conocido como “células durmientes” y ha sido
observado en células de distintos tipos de cancer como préstata, mama, colon, pulmén o
glioblastomal4-1°, Por ejemplo, en varios estudios se producen tumores al implantar células tanto
en ratones inmunodeprimidos como en ratones inmunocompetentes tras inducir TIS con

etopésido o doxorrubicinal4.
4. Implicacion de la senescencia celular en procesos fisiolégicos y patolégicos

4.1. Senescencia celular en desarrollo embrionario

Actualmente, existen evidencias de la presencia de tejido senescente en embriones en
desarrollo de los siguientes organismos: humano, ratén, pollo, codorniz, pez cebra, axolote, rana
de ufias africana y rata topo desnhuda. La mayor parte de estas evidencias se han recabado en
embriones de ratén entre los dias de gestacion 9,5 y 15,5. También se han observado células
positivas en actividad B-galactosidasa &cida en embriones en estadios de desarrollo méas
temprano (dia 5,5 de gestacién). Sin embargo, no se ha podido confirmar completamente la

presencia de senescencia en estos estadios debido a la falta de otras caracteristicas fenotipicas’.

En el embrién de ratén de 13,5 dias de gestacion, se ha detectado senescencia en el
mesonefros o estructura renal y en el saco endolinfatico del oido interno. En estas estructuras,
la actividad B-galactosidasa acida iba acompafiada de parada proliferativa, de expresién de
p21Ccrl y de factores SASP. La senescencia en estas estructuras depende esencialmente de
p21¢rl y en su regulacién participan las rutas Tgf-g/Smad y PI3K/Foxo, pero es independiente
de pl6'NK4a Arf, p53 y dafio en el ADN. Ademas de esto, los ratones deficientes en p21°¢'v! tienen

un desarrollo normal, compensando el fenédmeno de senescencia con el de apoptosis, pero
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presentan alteraciones morfoldgicas en las extremidades, los rifiones y la vagina®%’. En
humanos, se han hallado evidencias similares. EI mesonefros y el saco endolinfatico en
embriones de aproximadamente 9 semanas de gestacion son positivos para p21¢'P! y negativos

para el marcador de proliferacion Ki67s.

Estas células senescentes aparecen de manera transitoria en los mismos tejidos y estadios
en diferentes embriones siendo eliminadas, generalmente por apoptosis o, posteriormente, por
los macréfagos. Esto evidencia que la senescencia en el desarrollo embrionario no es un

mecanismo general de respuesta al dafio, sino que es un proceso fisiolégico altamente regulado’.

4.2. Senescencia celular en cicatrizacion

Multiples estudios han demostrado la importancia de la senescencia en el proceso de
cicatrizacion de heridas en diferentes tejidos como el higado, la piel, el corazon y el pulmén. En
higado, las células estrelladas o células de Ito producen fibrosis que contribuye a la cicatrizacion
de tejido dafiado. Estas células responden al dafio proliferando y secretando la matriz
extracelular que convierte el tejido en fibrotico. Sin embargo, al mismo tiempo también se
detectan otras células estrelladas con fenotipo senescente. La inhibiciéon de la senescencia con
modelos de ratén deficientes en p53 e INK4a/Arf en estas condiciones de dafio, lleva a la fibrosis
excesiva del higado de raton'44. En la piel, se ha demostrado que la proteina CCN1 es secretada
por células senescentes en tejido dafiado. CCN1 es capaz de aumentar el dafio en el ADN e
incrementar los niveles de ROS y la actividad de p53 y de la ruta p16'Nk4A/pRB. Esto desemboca
en la senescencia de algunas células del tejido dafiado y, en modelos deficientes en Ccnl, la
ausencia de células senescentes provoca una fibrosis excesival4s. También en la piel se ha
empleado un modelo de ratén que permite la visualizacién de células senescentes y su
eliminacién. Cuando se produce la herida, estas células secretan PDGF-AA, que promueve la
diferenciacion de miofibroblastos que contribuyen en el cierre de la herida. La eliminacién

selectiva de las células senescentes dificulta la cicatrizacion en este modelo®5.

Otros estudios también evidencian que la cicatrizacién esta mediada, al menos en parte, por
la senescencia. En el corazoén infartado, con falta de oxigeno, se conoce la presencia de células
senescentes. En estas condiciones se observa un aumento de p53 y de la secrecion de
citoquinas y de coldgeno que también se detecta en fibroblastos cardiacos en hipoxia. La
inhibicién in vivo de p53 en condiciones de hipoxia disminuye la fibrosis y la infiltracién de
macroéfagos, pero no la secrecion de colageno6. Por otro lado, la fibrosis pulmonar idiopatica es
una enfermedad grave en la cual se han observado células senescentes en tejido pulmonar y
cuya severidad correlaciona con los niveles de expresion de pl6'NK4a | a eliminacion in vivo de
células senescentes con altos niveles de expresion de p16'Nk4a mediante modelos genéticos o el
uso de farmacos dirigidos contra ellas, denominados senoliticos, aumenta la salud del pulmén,

aunque no disminuye la fibrosis!4’.
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4.3. Relacién entre la senescencia celular y el envejecimiento del organismo

En 2013, Lopez-Otin et al. revisaron las caracteristicas asociadas al envejecimiento del
organismo Y lo definieron como una disminucion de la integridad fisiologica con pérdida funcional
y ganancia de la vulnerabilidad a la muerte. Entre las nueve caracteristicas comunes del
envejecimiento que se definieron se encuentra la senescencia celular'?’. Ya en 1995, Dimri et al.
observaron por primera vez, que la actividad B-galactosidasa acida correlacionaba positivamente
con el envejecimiento del tejido de piel®4. En 1997, Serrano et al. describieron por primera vez la
senescencia celular como primera respuesta a activacién oncogénica en células normalest,
Posteriormente, surgieron mdultiples evidencias de la relevancia de la senescencia como
mecanismo de supresion tumoral in vivol0-114, Sin embargo, pronto se sumarian a esos estudios,
aquellos que demuestran la contribucion de la senescencia, especialmente del SASP, como
factor que favorece la progresion tumoral, la recaida y la metéstasis, caracteristicas de la
enfermedad del cancer que correlacionan positvamente con el envejecimiento del organismo4é,
Ademas, actualmente se conoce que tanto la acumulacién de células senescentes en los tejidos
durante el envejecimiento como la funcion proinfimatoria del SASP se asocian con el conjunto
de efectos deletéreos que produce la activacion crénica del sistema inmune durante el

envejecimiento. Este fenédmeno es conocido como “inflammaging” 45149

Se ha demostrado que ciertos efectores de la senescencia incrementan su expresion con el
envejecimiento como los genes del locus INK4a/ARF 150-154 Por ejemplo, las células-B de los
islotes pancreaticos incrementan la expresion de p16'Nk4a con el envejecimiento, limitando su
capacidad regeneratival®?. Ademas, en las células satélite de musculo envejecido, se pierde la
represion del locus de p16'Nk4a, contribuyendo a la pérdida de capacidad regenerativa®®®. En un
modelo de ratén disefiado para inducir apoptosis en las células que expresan p16'Nk4a, disminuia
la aparicién de tumores y el deterioro asociado a la edad de érganos como el rifién o el corazén
cuando se eliminaban las células que lo expresaban?%6, Hasta la fecha, se ha demostrado que la
eliminaciéon de células que expresan pl6™X42 in vivo mejora lo sintomas de diversas
enfermedades asociadas al envejecimiento como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad

de Alzheimer, la osteoporosis, la arteriosclerosis y la osteoartritis”.
5. Hipoxia y senescencia celular

5.1. Mecanismos de adaptacion fisiolégica a niveles bajos de oxigeno

Aunque los niveles de oxigeno de nuestra atmoésfera sean de entorno al 20%, la
disponibilidad de este elemento no es tal en nuestro organismo. El oxigeno debe distribuirse
desde el sistema respiratorio hacia todos los tejidos a través del flujo sanguineo y, por tanto,
todas las células no estan expuestas a €l del mismo modo. Por ejemplo, en el cerebro humano
se detecta una concentracién de oxigeno cercana al 4%, similar a la media del musculo
esquelético o el higado. El corazén presenta unos valores del 3,3% y los pulmones, pese a ser
los 6rganos de captacion de oxigeno, son nutridos por concentraciones del 5,6%. Organos como
el intestino delgado o los rifiones presentan concentraciones mayores al 8% y a la piel, sin

embargo, solo llega oxigeno al 1%%7,
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En mamiferos existe una respuesta al descenso de los niveles de oxigeno a nivel sistémico
y también una respuesta a nivel molecular. La respuesta fisiologica completa consiste en reflejos
agudos de hiperventilacion y activacion simpatica para incorporar mas oxigeno y distribuirlo por
el organismo?%8, Para llevar a cabo esta funcion existen 6rganos especializados formados por
células sensibles a oxigeno como el cuerpo carotideo 159160, Cualquier circunstancia o patologia
que suponga una interrupcion en la captacion y distribucién del oxigeno puede desencadenar
esta respuesta. Por ejemplo, la altitud geografica supone un descenso de la concentracion de

oxigeno atmosférico y desencadena una respuesta sistémica de adaptacion6?,

Por otro lado, a nivel patoldgico, fallos respiratorios, de flujo sanguineo o en los niveles
de hemoglobina también pueden arrancar la respuesta a hipoxia. Algunas de las enfermedades
capaces de activar los mecanismos fisiolégicos de la respuesta a hipoxia son la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), la apnea del suefio, la fibrosis pulmonar, la cardiopatia
isquémica o el fallo cardiaco cronico. Ademas, se ha visto que otros trastornos y patologias como
la hipertension, la diabetes, algunas enfermedades renales y hepaticas estan también

relacionados con la respuesta a hipoxia.158.162

Como se ha mencionado, también existen mecanismos de adaptacion a los niveles bajos
de oxigeno a nivel molecular. EI mas relevante es el llevado a cabo por los factores inducibles
por hipoxia (HIFs). Esta ruta molecular puede activarse en todas las células y su funcionamiento
depende de la estabilizacion de las subunidades HIFa (HIF1la, HIF2a o HIF3a) en hipoxial®s,
Cuando esto sucede, los componentes HIFa dimerizan con HIF1B, también conocido como
ARNT, y el conjunto es traslocado al nacleo. Una vez alli, el heterodimero se une a elementos
de respuesta a hipoxia (HRE) (G/ACGTG) del ADN y promueven asi la transcripcion de los genes

gue las contienen164.165,

La via de regulacidon mas relevante de las proteinas HIFa es postraduccional y la llevan
a cabo los enzimas con dominio prolil-hidroxilasa (PHDs) que son sensibles a los niveles de
oxigeno. Existen 4 isoformas de estos enzimas, de las cuales PHD2 es la mas importante y cuyo
rango de activacién es 6ptimo en normoxia e hipoxia moderada. Las PHDs hidrolizan 1 o 2
residuos de prolina bien conservados en las proteinas HIFa, haciendo a estas proteinas afines a
la ubiquitinizacién mediada por la proteina von Hippel-Lindau (VHL). Esta dltima modificacién
marca a las HIFa para la degradacion via proteasoma. Ademas, el factor inhibidor de HIF1a
(FIH1), otra proteina sensible a oxigeno, también hidroxila residuos de HIFa. En este caso, sin
embargo, las modificaciones son en residuos de asparagina e impiden la unién de HIFa a sus
coactivadores transcripcionales p300/CBP. FIH1 es activa a niveles de oxigeno mas bajos que
las PHDs y se encarga de inhibir esencialmente a HIF1a, ya que se ha observado que HIF2a es,

en comparacion, resistente a su accion65166,

Existen notables diferencias funcionales entre las isoformas HIF1a y HIF2a. Mientras que
HIF1a se considera una proteina ubicua, la actividad de HIF2a es especifica de distintos tipos
celulares como cardiomiocitos, células endoteliales, hepatocitos, células gliales o intersticiales

de rifién. Ademas, se responsabiliza a HIF1a de la respuesta a hipoxia aguda y a HIF2a de la
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respuesta a hipoxia crénica y a la provocada por la altura. Ambas proteinas comparten algunas
dianas transcripcionales, tales como el canal transportador GLUT1 o VEGF, pero regulan otras
de manera especifica como LDHA o PGK1 en el caso de HIF1a y EPO, MMP9 u OCT4 en el
caso de HIF2a. Estas especificidades dependen tanto del contexto celular como de la
concentracién de oxigenol6’. Ademas, existe la tercera subunidad HIFa, denominada HIF3a y
cuya expresioén en tejidos adultos se localiza en el timo, el cerebro, los pulmones, el corazén y
los rifiones. Esta isoforma presenta multiples “splicing” alternativos y muchos de ellos carecen
del dominio transactivador que se encuentra en las subunidades HIF1a y HIF2a. Debido a esto,
se ha atribuido a HIF3a una funcién inhibidora de la transcripciéon dependiente de HIF.
Particularmente, uno de los productos de “splicing”, denominado IPAS, puede unirse a HIF1a y

formar un heterodimero incapaz de activar la transcripcion de genes que contienen HRE?166.168,

5.2. Relacion entre la respuesta molecular a hipoxia y senescencia celular

La hipoxia es una caracteristica de los tumores localmente avanzados, cuya falta de
vascularizacién priva de oxigeno a las células. Ademas, se sabe que la hipoxia facilita la
progresién tumoral y es un marcador de mal pronéstico en pacientes169170, Sin embargo, aln
queda por aclarar si la hipoxia funciona como un estrés capaz de inducir senescencia en células
normales, o bien, facilita la inmortalizacién previa a la transformaciéon maligna contribuyendo a la
tumorigénesis. A este respecto, existen diversos estudios que describen cdmo concentraciones
de oxigeno diferentes, especialmente de bajos niveles de oxigeno, pueden alterar la vida
proliferativa de las células. En el caso de fibroblastos humanos se consigue un aumento la vida
proliferativa de vida alrededor del 20%, mientras que en fibroblastos bovinos el aumento alcanza
el 80% y en los de ratén hasta el 500%71-174 (Tabla | 1).

Tabla | 1. Incremento de la vida proliferativa in vitro en distintos modelos de fibroblastos de mamifero.

. Incremento de vida )
Modelo Celular Concentracion de Oz ) . Referencia
proliferativa

Packer et al. Nature,
1977
Saito et al. Exp. Cell
Research, 1995

IMR90, WI38 2y 10% 25%

IMR90 1,6y12% 22%

Fibroblastos )
Parrinello et al. Nature

embrionarios de raton 3% 500% i
Cell Biology, 2003
(MEFs)
Fibroblastos fetales Betts et al.
) 2% 80% ]
bovinos (BFF) Biogerontology, 2008

En concreto, el aumento en la proliferacion de MEFs cultivados en hipoxia respecto a
normoxia ha sido justificado debido a la diferencia de dafio oxidativo acumulado. Los MEFs
cultivados en una atmésfera del 20% Oz acumulaban mas dafio que en 3% de Oz y mas que
fibroblastos primarios humanos sometidos a las mismas condiciones experimentales. Los MEFs

proliferaban en hipoxia a pesar de conservar intacta la via pl1947/p53, esencial para su
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inmortalizacion'’®, y con niveles altos de expresion de pléNK4a Ademdas de esto, MEFs
deficientes en diferentes proteinas implicadas en la reparacién del ADN detenian la proliferacion
con una gran acumulacion de dafio en el ADN cuando eran cultivadas en 3% O.. No sucedia asi
cuando se suprimia la actividad telomerasa en ellos. Por tanto, se ha sugerido que la
acumulacion de dafio en el ADN es la que induce senescencia de los MEFs en normoxia y que
la alteracién en la via p1927/p53 en estas condiciones de oxigeno hace insensibles a las células
a este dafo, inmortalizandolas. También se ha sugerido la existencia de una respuesta
mutagénica o adaptativa adquirida en hipoxia que permite prolongar la vida proliferativa a pesar
de la actividad de p19~7/p53 y pRb/p16'Nk4a Esta adaptacién solo se mantiene en normoxia en

una fraccion de los MEFs expuestos durante méas tiempo a hipoxia.

Por otro lado, también se sugiere que las células humanas, que inician la senescencia
replicativa debido al acortamiento telomérico'’8, tienen mayor capacidad para prevenir o reparar
el dafio oxidativo y, por eso, la diferencia entre la proliferacion en normoxia e hipoxia es mucho
mas baja. Esta diferencia fisioldgica entre humano y ratén podria definir también la diferencia en

la incidencia de cancer y la velocidad de envejecimiento de ambas especies’s.

Adicionalmente, también se ha propuesto que el aumento de la glicolisis contribuye a la
disminucién de dafio oxidativo y, asi, puede facilitar la inmortalizacion celular. El aumento de
expresién de PGM puede evitar la senescencia replicativa en MEFs, asi como la senescencia

inducida por Ras. Esto es debido al aumento del flujo glicolitico!’?.

Alternativamente, se ha intentado explicar esta extension de la vida proliferativa celular
mediante la activacién de distintas rutas sefializacion, especialmente, la mediada por los factores
HIFa. Por ejemplo, se ha observado la acciéon de HIF1a y HIF2a sobre distintas dianas
transcripcionales entre las que se incluyen p21¢irl y c-MYC 178179, También se ha sugerido la
activacién transcripcional de hTERT por parte de HIF1qa, para lo que se cree que es necesaria la
presencia de ROS mitocondrial'®, Ademas de todo esto, se ha descrito la inhibicién de p53 de
manera dependiente e independiente a los factores HIFa'8! y se ha observado supresién de la

geroconversién de manera independiente a los factores HIFa y a p53182.

Entre los mecanismos propuestos que promueven la senescencia via HIF1a destacan la
parada de ciclo por la activacién p21Ciel y p27Kiel 183-185 g por |a inhibicion de CDC25A186, A su
vez, la hipoxia tiene relacién con el SASP y, por tanto, con la induccién autocrina y paracrina en
la senescencia. En este sentido, se ha observado la induccién transcripcional por parte de HIF1a
de miltiples genes relevantes en SASP como IL8, CXCR2, GROa, IL6 o PAI1 8. De manera
independiente a los factores HIFa, se ha observado induccién de senescencia en diferentes
contextos. En anoxia, diferentes vias de sefializacién inducen la parada de ciclo sin la
intervencion de HIF1a!®7. En células con pérdida de la proteina VHL se induce senescencia
debido a la accién de p400 y p27%irt de forma independiente a los factores HIFal88, También
existen evidencias en hipoxia sobre la apariciébn de senescencia en células de melanoma de

raton relacionada con alta expresion de BCL-21%°,
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6. Hipoxia y capacidades de célula madre

6.1. Hipoxiay células madre embrionarias y adultas

La hipoxia ha sido también asociada a las células madre. Las primeras evidencias halladas
se relacionan con el desarrollo del organismo, ya que los embriones estan expuestos a un estado
parcial de hipoxia durante la gestacion!®. Asimismo, se ha demostrado que tanto las células
madre embrionarias como las somaticas residen en nichos hipéxicos. En estos nichos se crea
un microambiente que contiene niveles de oxigeno incluso mas bajos que los 6rganos y tejidos

donde se encuentran (1-8% 0O32)191.

En el caso de las células madre embrionarias (ESCs) pueden mantenerse in vitro de manera
indefinida cuando son cultivadas en unas condiciones concretas. Estas condiciones especificas
de cultivo intentan mantener activas las principales rutas moleculares de pluripotencia y
autorrenovacién. En las ESCs es esencial la actividad de los factores de transcripcién Oct3/4,
Sox2 y Nanog que constituyen el nucleo del circuito de pluripotencia. Oct3/4 es capaz de unirse
al ADN y controlar la expresion de multiples genes relacionados con la pluripotencia. Para ello,
puede actuar como heterodimero con Sox2 y regula la transcripcion de genes como Leftyl, Fgf4
o los propios Oct3/4, Sox2 y Nanog. Ademas, Oct3/4 se une a “enhancers” (regiones reguladoras
del ADN que pueden incrementar la transcripcion de genes asociados a ellas cuando se les unen
proteinas) de genes de pluripotencia y su expresion en ESCs esta fielmente regulada ya que
niveles muy altos, o muy bajos de esta proteina conducen a la diferenciacion. Por su parte, Nanog
actia coordinadamente con Oct3/4 y Sox2, pero sus niveles fluctian en las poblaciones de
ESCs. Entre sus dianas transcripcionales se hallan genes relacionados con pluripotencia como
Esrrb, Rifl, Foxd3 y Rest. Ademas de estos 3 factores de transcripcion del nacleo del circuito de
pluripotencia, otras proteinas se han descrito con un papel principal en el mantenimiento de las
capacidades de las ESCs como son SMAD1 o STAT3 y algunos coordinadores de su actividad
reguladora como Kilf4, Esrrb, c-Myc y Tfcp2l1. A un nivel mas general, la accién de todas estas
proteinas recala en la activacién de las rutas de sefalizacion celular LIF/Stat3, Wnt/B-Catenina,
FGF/ERK, TGF/SMAD y PKC1%?,

Multiples estudios han demostrado la ventaja de cultivar ESCs y otros tipos de células madre
en condiciones de hipoxia para mantener la pluripotencia y la capacidad de renovacién de las
ESCs. Asi, se sabe que la capacidad de autorrenovacién, la pluripotencia y la expresion de
muchos marcadores y efectores de célula madre, como Nanog, Oct3/4 0 Sox2, estan favorecidas
por la hipoxia, de manera dependiente o independiente a los factores HIFa. Por ejemplo, se sabe
gue la baja concentracion de oxigeno ayuda a la supervivencia de las células de la cresta neural
o las células madre hematopoyéticas y que previene la diferenciacion de las ESCs. A pesar de
todas las evidencias generadas, existe gran controversia en cuanto a la influencia de la hipoxia
en la capacidad de diferenciacién o desdiferenciacion de estas células. Esto es debido,
probablemente, a la influencia que ejercen parametros como el estadio de maduracion de las
células madre, la duracion del cultivo en hipoxia y el nivel de oxigeno empleados en los

estudios193-196,
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6.2. Hipoxia y células madre pluripotentes inducidas (iPSCs)

Las células de mamifero pueden ser reprogramadas a células madre pluripotentes inducidas
(iPSCs) mediante la transduccion de los factores de transcripcion Oct3/4, Sox2, Klf4 y c-Myc,
también conocidos como factores de Yamanakal®”1%, Sin embargo, la aplicacion de este recurso
biolégico a la terapia celular en pacientes es, actualmente, limitado. Esto es debido a la baja
eficiencia de generacion de las iPSCs y el riesgo oncogénico que implican los protocolos de
reprogramacion. Este riesgo lo genera la activacion del protooncogén c-Myc y el uso de virus que
puede alterar el genoma al insertar construcciones exégenas de manera aleatoria en é[199.200,
Aunque se ha demostrado que la hipoxia aumenta la eficiencia de reprogramacién y reduce el
namero de factores de transcripcién necesarios, no se conocen los mecanismos por los que es
capaz de producir este efecto en la reprogramacion?®!, Existen estudios que proponen diferentes
efectores moleculares como responsables, sin embargo, la discusion ha sido especialmente
fijada en los principales reguladores de la respuesta a hipoxia, HIF1a y HIF2a. Entre los
mecanismos descritos destaca el cambio de metabolismo mitocondrial oxidativo hacia la
glicolisis, que es comun a células madre e iPSCs. Para esta reprogramacioén metabolica parece
necesaria la actividad de los factores HIF1a y HIF2a, lo cual, tiene como consecuencia un
aumento de la eficiencia de reprogramacion y de la pluripotencia. No obstante, parece que la
activacion de cada factor HIFa es especifico de cada etapa de reprogramacion ya que la

estabilizacion de HIF2a en etapas finales resulta en la inhibicién de la generaciéon de iPSCs 196.202-
204

En un primer momento, se concibi6 la senescencia exclusivamente como una barrera a la
reprogramacion celular. Esto se determind debido a la activacion de sus principales vias
efectoras (p53, pl6'NK4a, p21CP1 DDR y remodelacion del locus INK4a/ARF) ante la
sobreexpresion de los factores de Yamanaka. Otra evidencia importante fue la deteccion del
silenciamiento completo del locus INK4a/ARF tanto en iPSCs maduras como ESCs. Se ha
comprobado que la inhibicion de esos efectores de la senescencia es capaz de aumentar la
eficiencia de reprogramacién en fibroblastos humanos y de ratén, aunque implica riesgo

oncogénico?05.206,

Posteriormente, sin embargo, se ha observado que la senescencia favorece la eficiencia de
reprogramacion in vivo. Esto sucede a través de la funcion paracrina del SASP. Cuando se
sobreexpresan los factores de Yamanaka, una gran parte de las células de un tejido activan la
barrera de la senescencia y sélo algunas células permiten la reprogramaciéon. Las células
senescentes inician entonces la secrecion de mltiples factores del SASP, entre los cuales, IL6
parece tener un papel esencial. Son la secrecion de esta interleuquina y la activacion de sus
dianas moleculares las que aumentan la eficiencia de reprogramacion de las células no
senescentes del tejido. Para que este fendmeno suceda, se ha descrito que es necesaria la
funcion del locus INK4a iniciando la respuesta senescente y produciendo IL6. En cambio, se ha
demostrado que no son necesarios p53, Arf ni p21©rl en este proceso. Este fenémeno de
aumento de la reprogramacion in vivo se observa en la senescencia iniciada por dafio en tejidos

o el envejecimiento207-209,
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Recientemente, se han afiadido evidencias de la relacion entre la senescencia y la
reprogramacion. Asi, se ha demostrado que la sobreexpresion interrumpida y ciclica de OSKM
interviene en la remodelacion epigenética asociada al envejecimiento en modelos murinos?10,
También se ha descrito que la senescencia inducida por tratamiento quimioterapico, mediada
por p53 y el marcador epigenético H3k9Me3, contribuye a la adquisicién de caracteristicas de
células madre en células tumorales in vivo?!l. Ademas, se ha observado que el SASP favorece
la plasticidad celular y la regeneracion tisular, ya que al incorporar células senescentes en higado

de ratbn aumentan los marcadores de célula madre especificos de este tejido?12,

6.3. Hipoxiay células madre tumorales

Los tumores son entidades heterogéneas que estan compuestas por células con distinta
identidad, entre ellas las células madre tumorales (CSCs). Las CSCs tienen capacidad de
autorrenovacién y diferenciacion en otras células tumorales y se cree que son capaces de iniciar
el tumor. Aunque tienen capacidades similares a las células madre normales, los mecanismos
que controlan estas capacidades en las CSCs estan desregulados, pudiendo generar y expandir
asi el tumor213, En 1997 se identificaron por primera vez células CD34+ CD38- de pacientes con
leucemia mieloide aguda como las Unicas con capacidad de regenerar enfermedad en ratones?4,
Desde entonces se han aislado CSCs en tumores de mama, colon, cerebro y muchos otros

tipos169,

Las CSCs no son una entidad fija en la heterogeneidad que forma el tumor, sino que se
consideran un estado celular. Células dentro del tumor se diferencian y desdiferencian hacia este
estado o para salir de él y el microambiente tumoral juega un papel esencial en ello. Por ejemplo,
se ha demostrado que las CSCs pueden influir en fibroblastos cercanos para transformarlos en
los denominados fibroblastos asociados al cancer (CAFs). Estos CAFS, a su vez, promueven las
vias WNT y NOTCH para contribuir al mantenimiento de las CSCs215216, | as células madre
mesenquimales del estroma promueven el mantenimiento de CSCs a través de la activacion de
la ruta de sefalizacion de NFkB, la secrecion de CXCL12, 116 e IL8. A su vez, las CSCs pueden
modular el microambiente a través de TGF( para imitar las condiciones de nicho de célula madre,
asi como promover la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y modificar nichos distales mediante
la secrecion de factores como VEGFA, TGF, TNFa y LOX.

La hipoxia es parte del microambiente tumoral y tiene una gran relevancia en tumores
localmente avanzados, cuya vascularizacién no permite la llegada de oxigeno y nutrientes a
todas las células. Esta falta de oxigeno desencadena una respuesta de supervivencia. La
respuesta celular a hipoxia contribuye a la progresion tumoral, la angiogénesis, la
reprogramacion metabdlica, modula la respuesta inmune, favorece la metastasis y genera
resistencia a terapia. Todas estas consecuencias hacen que la hipoxia correlacione clinicamente
con la agresividad y el mal pronéstico de la enfermedad y que los mediadores de su respuesta a

nivel molecular se hayan considerado como diana terapéutica6%170,
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En la respuesta a esta condicion del microambiente participan distintas rutas moleculares,
como se ha mencionado anteriormente, pero la mas estudiada es la ejecutada por los factores
HIFa. También se sabe que en tumores que preservan condiciones normales de oxigeno algunos
oncogenes como AKT y la pérdida de supresores tumorales como PTEN, PML o TSC también
pueden activar la traduccién de los factores HIFa 19, Ha sido demostrado que la hipoxia puede
promover la desdiferenciacién y el mantenimiento de las propiedades de CSCs. Entre otros
genes promovidos por la hipoxia, destaca la contribucién a este fenémeno de OCT3/4, SOX2,
NANOG, KLF4 y la ruta de sefializacén NOTCH, asi como los modificadores epigenéticos BMI1
0 SIRT1170.217-219 Ademas, parece que HIF1a también puede contrarrestar el efecto de c-MYC,

parando el ciclo celular y manteniendo la identidad CSCs 183,

Se ha observado una relacion directa entre la hipoxia y el estado durmiente de las CSCs.
En las regiones hipdéxicas necrosadas del tumor, las células presentan un fenotipo
desdiferenciado y de estado durmiente, mientras que no lo presentan en las zonas préximas a
vasculatura®®. De este modo, se ha propuesto que la hipoxia puede activar el estado durmiente
para aumentar la supervivencia ante estrés en las CSCs. Por ejemplo, en células de
glioblastoma, la hipoxia activa PP2A para mediar el programa de estado durmiente induciendo
parada de ciclo celular G1/S1°. En prostata, HIF1a puede activar la expresion de CXCR4 y
NDRG1, que es regulado por n-MYC para inducir un estado durmientel”18, Ademas, HIGD1A,
una diana transcripcional de HIF 1a también puede promover el estado durmiente a través de la
produccion de ROS?5,

También ha sido demostrada una relacién entre la sefalizacion mediada por hipoxia y por
ROS. Ambos activan la sefializacion de estrés de las CSCs a través de las rutas moleculares
TGFB y TNFa para promover la supervivencia y el mantenimiento de la identidad de célula madre
tumoral, ademas de promover EMT. A su vez, TGF( puede estabilizar los factores HIFa. También
se ha descrito que HIF1la aumenta la sintesis de glutatién en la respuesta a estrés inducido por

guimioterapia, lo cual provoca la adquisicion del fenotipo CSCs169,

Se ha propuesto que la hipoxia puede alterar la poblacion de CSCs en el tumor de dos
formas diferentes: pomoviendo la desdiferenciacion de células del tumor o limitando la
diferenciacion de las CSCs. Por ejemplo, en carcinoma primario de mama, la hipoxia incrementa
la poblacion de células CD44*/CD24- y aumenta la ALDH* a través de HIF1a y la ruta de
sefalizacion AKT/B-catenina??. Sin embargo, parece que es PHD3 quien activa NFkB de manera
independiente a los factores HIFa y aumenta la poblacion de células CD44+/CD24- en cancer de

mama ER-negativo en hipoxia??.

Ambas isoformas, HIF1a y HIF2aq, tienen funciones importantes en la respuesta a hipoxia y
en la adquisicién de propiedades de célula madre en tumores. Sin embargo, parece que los
tumores tienen preferencia por la isoforma HIF2a. En lineas celulares de glioma, existe una
subpoblacion de células con mayores capacidades de migracion. Estas células tienen una alta
expresion de SOX2 y OCT3/4, que parece estar inducida por HIF2a2?2. También en gliomas, se

ha observado que el marcador de membrana CD44 libera su parte citoplasmica. Este fragmento
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intracelular se une a HIF2a para aumentar la expresion de genes relacionados con las
capacidades de célula madre?23. En un modelo de leucemia inducida por MYC, NANOG y SOX2
facilitan la union de MYC al promotor de HIF2a y este Gltimo mantiene el estado inhibiendo p53
y la produccién de ROS??4, Ademas de todo esto, se ha descrito que HIF2a también activa la
expresién de LIF y se ha encontrado una alta correlacion entre la expresiéon de ambos en

pacientes de cancer colorrectal??.

Se ha comprobado que la EMT proporciona una mayor agresividad al crecimiento tumoral
ya que las células suelen adquirir propiedades de CSCs, motilidad, capacidad de invasién y
diseminacién, ademas de resistencia a la senescencia, a distintas terapias y a la eliminaciéon por
el sistema inmune??5. La hipoxia favorece la metastasis aumentando la expresion de genes
relacionados con EMT cuya expresion es, ademas, frecuente en las CSCs. A través de HIF1aq,
la hipoxia puede activar la transcripcion de SNAI1, ZEB1, TWIST1 o TCF3227.228, En céncer de
mama, por ejemplo, la hipoxia activa ZEB1 e inhibe MYB para promover EMT?2°. Ademas, la
expresion de genes EMT es necesaria para la aparicion de las células de tumor circulantes
(CTCs). Estas células pueden originar metastasis y poseen caracteristicas de CSCs. Se han
hallado CTCs de distintos tipos de tumor que expresan los marcadores de CSCs en el torrente
sanguineo de pacientes. Por ejemplo, CTCs de hepatocarcinoma presentan los marcadores
CD45 ICAM1*, en cancer de préstata las CTCs son CD133* y en carcinoma de mama, ALDH+.
Ademas, en muchos casos las CTCs halladas en pacientes presentan expresion de OCT3/4,
SOX2 y NANOG?'®, La hipoxia, ademas, puede modular la secrecion de vesiculas al incrementar
la expresion de la GTPasa asociada a endosoma RAB22A y el marcador de exosoma CD63. Se
sabe que estos exosomas en hipoxia suelen contener moléculas como VEGFR2, TNFa1, B-
catenina, AKT o EGFR que contribuyen a la progresion tumoral, la angiogénesis, la

inmunosupresion, la invasion y la metastasis230-232,

Los tumores presentan una alta actividad glicolitica que suple a la fosforilaciéon oxidativa,
incluso en condiciones normales de oxigeno y a pesar de ser mucho menos eficiente. Este
fendmeno se conoce como efecto Warburg y tiene como consecuencia un alto consumo de
glucosa?®, Esto supone una ventaja en hipoxia que se refuerza, ademas, por la respuesta
adaptativa mediada por la via de sefializacién de HIF al inducir la expresién de enzimas clave de
la glicolisis e inhibir el metabolismo mitocondrial. HIF1a puede promover la activacion de PDK1
impidiendo la conversién de piruvato en acetil-CoA y bloqueando el flujo hacia el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA)234. También puede activar la transcripcién de LDHA que convierte
piruvato en lactato y también restringe el flujo hacia acetil-CoA. Ademas de esto, HIF1a
promueve la transcripcion de PKM2, el cual lleva a cabo el tltimo paso de la glicolisis y también
funciona como coactivador de HIF1a para promover la via glicolitica y el crecimiento tumorall’°,
Se ha demostrado que las células transformadas expresan otras isoformas de enzimas clave de
la glicolisis respecto a las células normales y HIF1a aumenta la expresion de ellas. Por ejemplo,
HIF1a induce la transcripcion de HK2 y de ENOL1 y esto ayuda a inhibir la apoptosis y promover
la migracion celular. Ademas, HIF1a también puede inducir la expresion de los trasportadores de

glucosa GLUT?3:236 Estos transportadores se han encontrado sobreexpresados en CSCs de
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glioblastoma, de cancer de ovario y de pancreas y son capaces de promover la autorrenovacion

y la capacidad de iniciacién tumoral®®”.

La hipoxia también se ha relacionado con la induccion de modificaciones epigenéticas que
promueven la progresién tumoral. Por ejemplo, se ha demostrado que la hipoxia puede modular
la actividad de TET, la cual induce la metilacion de novo en la secuencia de genes asociados a
EMT como INSIG1178238, | a hipoxia también es capaz de modular la accién de modificadores de
histonas como HDAC3 y WADS que median EMT en cancer de cabeza y cuello y en células de
tumor de mama?®. Ademas, existen miRNAS como miR-21, miR-200 o miR-210 que se expresan
en hipoxia y que regulan EMT?240-243, También se sabe que los factores HIFa intervienen en la
regulacion de la expresion de ZNF127 y ALKBHS5 los cuales pueden desmetilar el extremo 3'-
UTR de los ARNm de KLF4 y NANOG incrementando asi su expresion en tumores de mama?44.
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Obijetivos

El objetivo principal de esta tesis es el estudio del efecto de la hipoxia sobre la senescencia y la

inmortalizacion celular. Para llevarlo a cabo, se definieron los siguientes objetivos especificos:

1. Comparacion de la extension de la vida proliferativa y la apariciéon de caracteristicas
asociadas a la senescencia en fibroblastos primarios cultivados en condiciones de
hipoxia y normoxia.

2. Identificacion de los cambios transcripcionales responsables del aumento de la vida
proliferativa y la evasion de la senescencia en hipoxia.

3. Estudio funcional de los genes responsables del aumento de la vida proliferativa y la
evasion de la senescencia en hipoxia.

4. Estudio de los de los genes responsables del aumento de la vida proliferativa y la evasion
de la senescencia en hipoxia como posibles responsables del efecto de la hipoxia sobre

la reprogramacion celular.
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1. Reactivos bioldgicos utilizados

1.1. Plasmidos

Los plasmidos utilizados en esta tesis se describen en la Tabla MM 1.

Tabla MM 1. Plasmidos utilizados.

Materiales y métodos

Resistencia en

Plasmido Secuencia ) Procedencia
Eurcariotas
pLKO.1-Scramble shRNA Puromicina Qi-Long Ying
pLKO.1-mTfcp2l1l shRNA#1 GCAGGAATGTGAGGCCAAAGA Puromicina Qi-Long Ying
pLKO.1-mTfcp2ll shRNA#2 GCTCTTCAATGCCATCAAAGG Puromicina Qi-Long Ying
pLenti-CMV-MCS-GFP-SV GFP Puromicina Addgene #73582
) o Origene
pLenti-CMV-Tfcp2l1 Tfcp2l1 Puromicina
(PS100081)
pLenti-CMV-rtTA3 (w756-1) rtTA3 Blasticidina Addgene #26429
pLenti-CMVtight-DEST (w769-1) - Higromicina Addgene #26433
pENTR/D-TOPO - - ThermoFisher
pLenti-CMVtight-Tfcp2I1 Tfcp2l1 Higromicina Amancio Carnero
pcDNA3-mHifla-Myc mHifla-Myc
- Addgene #44028
(P402A/P577A/N813A) (P402A/P577A/N813A)
pLenti-CMV-DEST (w118-1) - Puromicina Addgene #17452
pLenti-CMV- mHifla-Myc mHifla-Myc o )
Puromicina Amancio Carnero
(P402A/P577AIN813A) (P402A/P577AIN813A)
pMXs-gw - - Shinya Yamanaka
pMXs-DsRed DsRed - Shinya Yamanaka
pMXs-Oct3/4 Oct3/4 - Shinya Yamanaka
pMXs-Sox2 Sox2 - Shinya Yamanaka
pMXs-Klf4 Klf4 - Shinya Yamanaka
pMXs-c-Myc c-Myc - Shinya Yamanaka
pMXs-Tfcp2l1 Tfcp2I1 - Yoshinori Yoshida
psPAX2 CAG/POL - Addgene #12260
pMD2G VSV-G - Addgene #12259

1.2 Cepas bacterianas

Los plasmidos utilizados se propagaron en la cepa de E.coli DH5a y E.coli Stbl3

(Invitrogen), con excepciones en el protocolo de clonacion Gateway. Se crecieron en medio LB
(10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 10 g/l de NaCl pH 7,0) a 37°C, con agitacion,
durante 16h. Todos los plasmidos incluian ampicilina como resistencia bacteriana y se utilizé en

el medio de seleccioén, con excepciones en el protocolo de clonacién Gateway.

1.3. Antibioticos
Para realizar la seleccién de las células en cultivo se empleé puromicina (Nucliber),

blasticidina (Merck), higromicina (Life Technologies) y ampicilina (Merck).
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1.4. Tratamientos

Para los tratamientos se utilizaron los siguientes compuestos: dimetiloxalilglicina,
(DMOG) 6 mM (Frontier scientific), Doxiciclina 100, 500 y 1.000 ng/pl (Merck).

2. Técnicas basicas de biologia molecular

2.1. Transformacién de células quimiocompetentes

A 100 pl de bacterias quimiocompetentes se les afiadidé una cantidad apropiada de ADN
(habitualmente 100 ng de plasmido purificado). La mezcla de bacterias y ADN se incub6 durante
30 minutos en hielo y después se dio un choque térmico a 42°C en un termobloque durante 45
segundos. A continuacion, se mantuvieron las células en hielo durante 2 minutos y se afiadieron
900 pl de medio SOC (20 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM,
MgCl2 10 mM, MgS0O4 10 mM, glucosa 20 mM) a temperatura ambiente. Se incubaron 1 hora a
37°C en agitacion. Después se centrifugaron durante 2 minutos a 8.000 rpm y se resuspendieron
en 100 yl de medio SOC. Se extendié el cultivo en placas de LB-agar con el antibiético de

seleccion apropiado y se incubaron a 37°C durante 16 horas.

2.2. Extraccion de ADN plasmidico

El protocolo se basa en una lisis alcalina seguida de la precipitacién y purificacion del
ADN en una columna de intercambio ionico (silice-dietilaminoetanol). El ADN se une a la columna
en condiciones apropiadas de pH y baja concentracion de sales, los contaminantes se eliminan
en un lavado con tampoén de fuerza iénica intermedia y el ADN se eluye en un tampén de alta
concentracion de sales. Por ultimo, el ADN se precipita con isopropanol para concentrarlo y
eliminar sales. En todos los casos (maxi o midi segin el volumen de cultivo) utilizamos el kit

JetStar2.0 Plasmid purification (Genomed) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Brevemente, se crecid el cultivo liqguido en medio selectivo (LB con el antibiético
apropiado segun el plasmido) durante 12-16 h a 37°C, con agitacién. El volumen de cultivo
dependia de si era una maxi o midi (250 o 100 ml respectivamente). Las células se recuperaron
por centrifugacion durante 5 minutos y se resuspendieron en la soluciéon de resuspension (Tris
HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 10 mM, ARNasa A 100 pg/ml). Después se anadio la solucion de lisis
(NaOH 0,2 M, SDS 1%), mezclando por inversién e incubando 5 minutos a temperatura ambiente.
La mezcla se neutralizé al afiadir acetato potasico 3M pH 5.5, mezclando inmediatamente.
Después se centrifugé durante 10 minutos y el sobrenadante se verti6 en una columna
previamente equilibrada, dejandolo caer por gravedad. Después, la columna se lavé dos veces
con tampén de lavado (NaCl 1 M, MOPS 50 mM pH 7,0, 15% isopropanol) y el ADN se eluy6 con
tampoén de elucion (NaCl 1,25 M, MOPS 50 mM pH 8,5, 15% isopropanol). A continuacion, el
ADN se precipito por adicién de isopropanol y centrifugacion durante 30 minutos a 4°C. Se lavé
con etanol 70% y se centrifugd durante 5 minutos a 4°C. Finalmente, se sec6 el pellet de ADN

obtenido al aire y se resuspendid en un volumen apropiado de agua destilada libre de nucleasas.
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Todas las centrifugaciones de este protocolo se realizaron en una centrifuga Evolution
RC6 plus a una velocidad de 12.000 g.

2.3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Se prepar6 una mezcla que contenia 0,2 mM de cada uno de los cuatro
desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 pmol de cada uno de
los cebadores, 2 mM de MgClz, 1 U de polimerasa Taq y la cantidad adecuada de ADN molde
(entre 30-100 ng), todo ello diluido en tampdn de reaccién contenido en el kit (Promega). Las
reacciones se realizaron en termocicladores Bioer XP Cycler. Las condiciones de reaccion fueron
especificas para cada caso, pero se siguié un programa estandar de partida: 1 minuto a 95°C,
35 ciclos de amplificacion (1 minuto a 95°C, 2 minutos a 55°C, 2 minutos a 72°C) y una extension
final de 5 minutos a 72°C. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en un gel de

agarosa al 1%.

2.4. Reacciones de digestién sobre el ADN

Se prepard una mezcla constituida por 1ug de ADN plasmidico, 12 U de las enzimas de
restriccion EcoRI y Notl (New England Biolabs), 3 ug de BSA acetilado y el tampoén apropiado
para las enzimas de restriccién en un volumen total de 30 ul. La mezcla se incubd 1 hora a 37°C.
Adicionalmente, se realizaba una inactivacion de la enzima mediante un choque térmico de 15
minutos a 65°C cuando el enzima lo requeria. Por Ultimo, se analiz6 mediante electroforesis en

gel de agarosa al 1%.

2.5. Clonacién mediante la tecnologia de recombinacion Gateway

2.5.1. Clonacion de productos de PCR

Para permitir el clonaje direccional el cebador “forward” contenia la secuencia CACC
seguido de ATG. De este modo, se permitié que el codén de inicio se hallase en el contexto de
una secuencia Kozak. El protocolo de PCR empleado fue el detallado anteriormente, realizando
modificaciones en los ciclos exclusivamente cuando las caracteristicas de los cebadores lo
reqguerian. La correcta amplificacion de los fragmentos deseados se comprob6 mediante reaccion

de restriccion.

2.5.2. Reaccion TOPO

Para introducir el fragmento de interés en el vector de entrada, se llevé a cabo una
reaccion con el vector pENTR/D-TOPO (ThermoFisher Scientific). Se emplearon de 1 a 10 ng de
producto de PCR, 1 yl de solucion salina provista por el kit, 1 yl de vector y se completé hasta 5
pl con agua estéril. Seguidamente, se incubd la reaccion durante 5 minutos a temperatura
ambiente y se procedid a la transformacién de bacterias quimiocompetentes E.coli One Shot
Machl (ThermoFisher Scientific). Se crecieron las bacterias en placas con medio LB/agar y se
extrajo ADN. La correcta insercién y orientacion del fragmento de interés se comprobé mediante

PCR y reacciones de restriccion.
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2.5.3. Reaccién de recombinaciéon LR

Los vectores de destino Gateway se amplificaron en bacterias ccdB resistentes E.coli
ccdB Survival 2 (TermoFisher). Posteriormente, el gen de interés se cloné en el vector de destino
Gateway seleccionado mediante la reaccion de recombinacion LR. Para ello, se mezclaron 50-
300 ng de vector de entrada pENTR/D-TOPO conteniendo el fragmento de interés clonado con
300 ng del vector de destino Gateway, 1 pl de enzima LR Clonasa Il (ThermoFisher Scientific) y
1 pl de agua estéril. Por ultimo, se transformaron bacterias quimiocompetentes con ul del
producto de reaccion. Los clones que crecieron en placas con medio LB/agar y el antibiético de

seleccion adecuado fueron analizados mediante PCR y las reacciones de restriccién adecuadas.
3. Cultivos celulares

3.1. Lineas celulares
En la Tabla MM 2 se describen las caracteristicas de las lineas celulares utilizadas en
este trabajo. Se incluye el medio de cultivo en el que se crecieron, el origen y el tipo celular que

representan.

Tabla MM 2. Lineas celulares utilizadas.

Medio
Linea Celular Especie Tipo celular de Crecimiento Origen
cultivo
MEFs-WT Ratén Fibroblasto DMEM Adherente I AL
Carnero
MEFs-Nanog- . . Primario; Yoshinori
GEP Ratén Fibroblasto DMEM Adherente Yoshida
HEK-293-T Humana Tejido renal embrionario DMEM Adherente ATCC
Plat-E Humana Tejido renal embrionario DMEM Adherente Cell biolabs, INC.
MSTO SNL Medio
Feeder Layer- Raton Fibroblasto Adherente Yoshinori Yoshida
MSTO
PuroR-HygroR

WT: fenotipo silvestre. ATCC: coleccién americana de cultivos tipo.

3.2 Cultivo y conservacion de las lineas celulares

Todas las lineas, con excepciones en el protocolo de iPSCs, se cultivaron en medio
DMEM con glutamina estable, suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Life
Technologies), 40 pyg/ml de penicilina, 40 pug/ml de estreptomicina (Merck). Las células se
crecieron en placas de 10 centimetros (Falcon) y se subcultivaron 1:3 - 1:12, seguln la linea
celular, cada 3-4 dias mediante tratamiento con tripsina/EDTA 0,25% (Life Technologies). Las
células se mantuvieron en un incubador humidificado a 37°C en una atmésfera de 5% CO: al
20% de O2 0 al 3% de O: en el caso de las condiciones de hipoxia. Esto se consigui6 utilizando
un sensor y regulador de O y ajustando su concentracion mediante la inyeccion de nitrégeno
(ThermoFisher Scientific). Todas las manipulaciones se hicieron en una campana de flujo laminar

de Clase Il Bio-II-A (nivel de seguridad biolégica 2; Telstar).

Para su almacenamiento a largo plazo, las células se conservaron en un contenedor de

nitrégeno liquido, en criotubos de 2 ml, en su medio de cultivo normal o FBS, con 8% de DMSO.
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Para periodos de almacenamiento mas cortos las células se conservaron a -80°C. Para
descongelar un vial, se sumergio en un bafio de agua a 37°C durante 2 minutos; se centrifugo el

contenido en 5 ml de medio y las células se resuspendieron en su medio de cultivo habitual.

3.3. Generacion de MEFs

Los MEFs se generaron a partir de embriones de ratones de 13,5 dias. Se sacrificé a la
hembra prefiada a los 13,5 dias de dar tapén mucoso, y se extrajo el Utero con todos los
embriones en su interior. A partir de este momento se trabajé en esterilidad, en campana de flujo
laminar. Se procedi6 a la separacion de cada uno de los embriones, los cuales, tras retirar los
organos diferenciados (cabeza y tejidos rojos), se recogieron individualmente en placas de 10
cm donde se disgregaron con un bisturi estéril. Seguidamente, los fragmentos de tejido se
sometieron a una digestidon enzimatica primero con tripsina 2,5% (Invitrogen) y después con una
solucién de enzima colagenasa tipo IV (Merck) diluida en medio DMEM y agua. Por dltimo, el
tejido disgregado se sembro en placas o flascos y se incubé a 37°C como se detallé para el resto

de células anteriormente.
3.4. Infeccion lentiviral

3.4.1. Transfeccion células HEK-293-T mediante reactivo polietilenimina (PEI)

A 24 horas de la transfeccion, se sembraron las células HEK-293T con tal de que su
confluencia alcanzase el 70-80%. Se mezclaron en 900 pl de medio de cultivo DMEM, 80 ul de
solucién PEI Img/ml, 10 pug del ADN de interés a transducir, 8 g de vector psPAX2 (que contiene
los genes GAG y POL) y 2 ug de vector pMD2G (que contiene el gen VSV-G) para la produccién
de las particulas lentivirales. Posteriormente, se incubd la mezcla durante 30 minutos a

temperatura ambiente y se afiadi6 a las células.

3.4.2. Produccién de virus e infeccién/transduccion

Se cambid el medio de las células HEK-293T 16 horas después de la transfeccion,
afiadiendo 6 ml de DMEM fresco a cada placa. Tras 24 horas a 37°C, se recogié ese medio
conteniendo las particulas lentivirales producidas y se pasé por un filtro de acetato de celulosa
de 0,45 uM (VWR) para evitar la contaminacion de las células a infectar. Se realizé una dilucién
1:4 de este sobrenadante con DMEM. Este medio fue suplementado con 8 pug/ml de polibreno
(Merck). Para la infeccién y transduccion, se reemplazé el medio de cultivo de las células
receptoras por medio nuevo con el sobrenadante lentiviral y las placas fueron incubadas a 37°C
durante 6 horas. Después, se cambié el medio y se mantuvieron 24 horas a 37°C, momento en

el que se comenzo la seleccion con el antibiético apropiado.

3.5. Seleccion de células infectadas

Tras 24 horas de incubacion se tripsinizaron las células, se dividieron 1:4 y se comenzé
la seleccién con el antibidtico apropiado. Este se mantuvo durante el tiempo necesario para que
se produjera la muerte de las células sin infectar. Una vez finalizada la seleccion, para el

mantenimiento, se redujo la concentracion del antibiotico a la mitad.
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3.6. Generacién de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs)
Para la generacion de iPSCs se utilizaron MEFs-Nanog-GFP. Estos MEFs procedian de
ratones transgénicos que poseian un “cassette” reportero para la expresion de Nanog (GFP-

IRES-Puro introducido en la region no traducida 5 del gen Nanog'°8).

Antes de comenzar con el cultivo de MEFs-Nanog-GFP, se sembraron 3,6x106 células
Plat-E en placas de 10 cm de didmetro y se cultivaron durante 24 horas. Se llev6 a cabo la
transfeccion de las células Plat-E (variacion de las HEK-293T que contienen cassettes env-IRES-
puroR y gag-pol-IRES-bsR con un promotor EF1-a'®®) para producir retrovirus realizando la
siguiente mezcla 300 pl de OPTI-MEM (Invitrogen) y 37 ul de Fugene 6 (Promega). Se incubd
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 9 pg de plamidos pMXS (Oct3/4, Sox2,
KIf4, c-Myc y DsRed, este ultimo como control de transfeccién). Se mezcl6 con los componentes
anteriores e incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos. Finalmente se afiadié la mezcla

total a las células.

A continuacién, se indica la cronologia del protocolo tomando de referencia el cultivo de
los MEFs (Figura MM 1):

Dia -1 Dia 0 Dia 4 Dia 5§ Dia 14 Dia 21
! -« F ] Hipoxia 9 dias 7~ I
MEFs sembrados Transducciéon MEFs resembrados Medio ES Puromicina Conteo colonias GFP*
en normoxia en “feeder layer”

Figura MM1. Cronologia del cultivo de MEFs-Nanog-GFP para la generacion de iPSCs.

Dia -1: 24 horas después de la transfeccion se cambié el medio de las células productoras de
virus y se produjeron virus durante toda la noche. Ademas, se sembraron 10> MEFs-Nanog-GFP

en placa de 6 pocillos (Pase inferior a 3).

Dia 0: el medio de las células productoras de retrovirus se recogi6 y filtrd utilizando un filtro
acetato-celulosa de 0.45 ym. Se afiadi6 polibreno a concentracion final 4 pg/ml. Se realizaron
mezclas a partes iguales de virus para los 4 factores de Yamanaka y se afiadieron a los MEFs-

Nanog-GFP. Se incubaron durante 24 horas para la transduccién y se cambi6 el medio.

Dia 4: 10* MEFs-Nanog-GFP infectados se sembraron en placas con una capa de células de
sustento o “feeder layer” de células MSTO SNL-PuroR-HygroR inactivadas con mitomicina-C

(2,6x108 células por placa).

Dia 5: se afiadi6 medio de cultivo de células madre embrionarias (medio ES) que consistia en
DMEM suplementado con 15% FBS, L-glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales 104 M, 2-
mercaptoetanol 104 My 50 U, 50 mg/ml de una solucién penicilina y estreptomicinal®®. Ademas,
se comenzo el tratamiento con hipoxia, cultivando los MEFs transducidos en un incubador con

3% O2y siguiendo las indicaciones descritas previamente para el cultivo de iPSCs en hipoxia?°®.
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Dia 14: se finaliz6 el tratamiento con hipoxia y comenzé la seleccidn con puromicina de los MEFs
Nanog-GFP*.

Dia 21: se realiz6 el conteo de colonias Nanog-GFP* con microscopio de fluorescencia.
4. Ensayos celulares

4.1. Protocolo 3T3 modificado para el cultivo de MEFs

Justo tras el explante de los embriones de ratén explicado anteriormente, los MEFs se
incubaron en normoxia o hipoxia a 37°C hasta obtener el cultivo puro de fibroblastos. Este periodo
de incubacion dur6 3 dias en los cultivos de normoxia y 1 dia en los cultivos de hipoxia. A partir
de ese momento, se contaban las células cada 3 dias y se ampliaban sembrando 1x10° células
vivas por placa de 10 cm. En cada pase se recogian muestras de proteina y ARN. Durante la

etapa senescente se cambiaba el medio a las células cada 3 dias.

4.2, Actividad B-galactosidasa acida

Las células senescentes y control se fijaron con glutaraldehido 0,5%, se lavaron 2 veces
con MgClz 1mM en PBS, se incubaron con una solucién de tincion que contenia solucion KC 20X
(0,82 g de KsFe(CN)s, 1,05 g de KaFe(CN)es-3H20 en 25 ml de PBS) 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-
D-galactopirandsido (X-Gal) y MgCl. 1mM en PBS a pH 5.5 durante 3h a 37°C y se lavaron con
agua 2 veces. Las muestras ya fijadas y teflidas se guardaron a 4°C y en oscuridad hasta el
analisis. El porcentaje de células con actividad B-galactosidasa acida se cuantificé al

microscopio.

4.3. Tratamientos de MEFs

Para los tratamientos se sembraron 106 MEFs en placas de 10 cm de didmetro y tras 24
horas se afiadi6 alguno de los siguientes compuestos: dimetiloxalilglicina (DMOG) 6 mM (Frontier
scientific), doxiciclina 100, 500 y 1.000 ng/pl (Merck). Pasado el tiempo indicado para cada
experimento se fijaron células para la medicién de actividad B-galactosidasa &cida o se extrajeron
proteina y ARN.

5. Técnicas de andlisis de expresién a nivel de ARN

5.1. Extraccion de ARN total

El ARN total de lineas celulares se purificd con el kit de Promega ReliaPrep™ segun las
indicaciones del fabricante para 5x10%-2x10° células. A las células en monocapa, lavadas con
PBS, se les afiadi6 1 ml de PBS y utilizando un rascador se extrajo el lisado celular, se paso a
un tubo de 1,5 ml y se centrifugd la muestra durante 5 minutos a 1000 rpm. A continuacién, se
descart6 el sobrenadante y se homogeneiz6 el pellet con la solucién BL+TG (que contiene 1-
tioglicerol) para lisar las células. Acto seguido se afiadio isopropanol y se mezcl6 la solucion con
un vortex. Posteriormente se transfirié el lisado celular a una columna colocada en un tubo de
1,5 ml y se centrifugé durante 30 segundos a 14.000 rpm Se descarté el liquido del tubo, se

afadioé la solucion de lavado de ARN a la columna y se centrifugd de nuevo durante 30 segundos
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a 14.000 rpm. A continuacion, se vacio el tubo colector y se realizé un tratamiento con ADNasa
| durante 15 minutos a 25°C. Una vez finalizado el tratamiento, se afiadio la solucion de lavado
de la columna, se centrifugd durante 15 segundos a 14.000 rpm y se elimind el liquido del tubo
colector. A continuacion, se realizaron dos lavados de la columna con la solucién de lavado de
ARN mediante centrifugaciones de 30 segundos y 2 minutos a 14.000 rpm. Finalmente, se
eliminé el tubo colector, se colocé la columna en un tubo de 1,5 ml limpio, se afadié agua libre
de nucleasas a la columna y se centrifugé durante 1 minuto a 14.000 rpm para eluir el ARN. La
concentracion de ARN fue cuantificada en el espectrofotometro Nanodrop 2000 (ThermoFisher

Scientific).

5.2. Transcripcién reversa

La transcripcion reversa se realizé con el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(ThermoFisher Scientific). Siguiendo las instrucciones del fabricante, se mezclaron, en hielo, 2 pl
de tampon de retrotranscripcion 10X, 0,8 pl de desoxirribonucleodtidos trifosfato (ANTPs) 25X, 2
pl de cebadores de secuencia aleatoria (random primers) 10X, 1 pl de transcriptasa reversay 4,2
Ml de agua libre de nucleasas. Esta mezcla de 10 ul de volumen total se adicion6 a un tubo de
PCR que contenia 10 pl con 3 pg de ARN total diluidos en agua libre de nucleasas para completar
el volumen de la reaccion. Se mezclé el volumen de reaccion en un vortex durante unos
segundos y se centrifugd brevemente. A continuacién, se introdujo el tubo de PCR en un
termociclador para llevar a cabo la reaccion de transcripcion reversa. La reaccion consta de los
siguientes pasos: 10 minutos a 25°C, 37 minutos a 120°C y 5 minutos a 85°C. Una vez finalizada

la reaccién se guardd el ADN complementario (ADNc) a -20°C hasta su uso.

5.3. PCR cuantitativa a tiempo real

La deteccién de cambios en la expresién génica se realizé mediante PCR cuantitativa a
tiempo real con ADNc procedente de la transcripcion reversa como material genético de partida
(qPCR). Para llevar a cabo la PCR cuantitativa a tiempo real se afadieron las siguientes
cantidades por pocillo en placas de 384 pocillos (Applied biosystem): 2 ul de ADNc (dilucién 1/10
del producto de la reaccion de transcriptasa reversa), 5 yl de mezcla para qPCR GoTaq®
(Promega) 2X y 0,5 pl de ensayo TagMan 20X (Applied biosystem), que contiene los cebadores
y la sonda para el ARNm de interés. Las distintas sondas TagMan utilizadas en esta tesis se
describen en la Tabla MM 3. La gPCR se realiz6 en el termociclador ABI Prism 7900HT (Applied
Biosystems). El programa de PCR consistié en 10 minutos a 95°C seguidos por 40 ciclos de 15

segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.

El analisis de los cambios relativos en la expresion génica se realizé con el método
comparativo de ciclo umbral (AACt) y con el programa RQ manager (Applied Biosystem). Para
normalizar las muestras se us6 Actb como control endégeno. Cada reaccion se hizo por triplicado
y se realizaron al menos 3 experimentos independientes para cada gen analizado. Se introdujo

una muestra de control negativo (sin ADNc) en cada experimento.
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Gen Sonda Gen Sonda
Actb MmO02619580 g1 Ldha MmO01612132_ g1
Bax Mm00432051_m1 Myc MmO00487804_m1
Bmil MmO03053308 g1 Nanog MmO02019550_s1
p21¢Pt Mm04205640_g1 Oct3/4 Mm03053917_g1
p16'NK43/Arf MmO00494449 m1l Rest Mm00803268_m1
p15!NKab MmO00483241_m1 Sox2 Mm03053810_s1
Esrrb Mm00442411 m1l Sox9 Mm00448840 m1
Ghx2 MmO00494578_m1 Stat3 Mm0129775_m1
Hesl Mm01342805_m1 Tbhx3 Mm01195726_m1
Hey MmO00468865_m1 Tgfa MmO00446232_ml
KIf2 MmO00500486_g1 Tfcp2ll MmO00470119 ml
Klf4 Mm00516104_m1 Vegfa MmO00437306_m1

5.4. PCR “array”

Se analizé la diferencia en expresion para un conjunto de genes caracteristicos de célula
madre y de diferenciacion en muestras de MEFs-WT tomadas en distintos puntos del
experimento 3T3. Para ello, se utilizo la tarjeta de PCR “array” (matriz de genes predisefiada) de
célula madre pluripotente de Applied Biosystems (ThermoFisher Scientific 4385363) y se

siguieron los siguientes pasos:

5.4.1. Cuantificacion de ARNm y transcripcion reversa
La cantidad y la calidad del ARNm se midié por fluorimetria utilizando Qubit RNA Assay
Kit (ThermoFisher Scientific) en un fluorimetro Qubit (ThermoFisher Scientific). A continuacioén,

se realiz6 el protocolo de transcripcion reversa descrito anteriormente.

5.4.2. PCR cuantitativa a tiempo real

Las tarjetas de PCR array utilizadas consistian en placas de 384 pocillos para 4 muestras
distintas. Para preparar las muestras para la PCR cuantitativa a tiempo real, se mezclaron en
tubos de 1,5 ml 1 ug de ADNCc sintetizado en el paso anterior con Tagman Fast Advanced Master
Mix (ThermoFisher Scientific) hasta llegar a 100 ul. A continuacion, se carg6 la mezcla de una
muestra por cada pocillo siguiendo el protocolo de carga indicado por el fabricante. Finalmente,
se introdujo la placa en el termociclador ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems) seleccionado
el modo “Cuantificacién Absoluta”. El programa de PCR consistié en 10 minutos a 95°C seguidos

por 50 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.

5.4.3. Andlisis de los resultados

Se exportaron estos datos a la plataforma en linea de ThermoFisher Scientific donde se
calculé el ciclo umbral de cada pocillo (Ct). Se comprobé que los controles positivos, negativos
y enddgenos del array eran correctos antes de realizar el andlisis. Por un lado, se analizaron los

genes expresados diferencialmente relativizando la expresion a la muestra de MEFs-WT
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proliferativos en normoxia y los resultados se representaron a modo de diagrama de Venn
utilizando la herramienta online del grupo de Bioinformética y Gendmica evolutiva de la

Universidad de Gante (Bélgica) (http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Ademas, los

datos no relativizados se analizaron calculando z-score sobre los valores de 2-2Ct para luego
ordenar los genes de menor a mayor segun la expresion de la muestra de MEFs-WT normoxia
proliferativo. Finalmente, se representaron los datos como mapa de calor o “heatmap” utilizando

el software Multi Experiment Viewer.
6. Técnicas de andlisis de expresiéon a nivel de proteina

6.1. Extraccion de proteina total

Las células se lavaron con PBS y se afiadi6 sobre ellas un volumen apropiado de tampon
de lisis RIPA (Tris-HCI 25 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, NP-40 1%, desoxicolato de sodio 1%, SDS
1%, NasvVO4 1mM, EDTA 0,5M pH 8,0, céctel de inhibidores de fosfatasas (Merck) y cActel de
inhibidores de proteasas (CIP) (Merck). Se mantuvieron 10 minutos en hielo, en agitacion, y se
recogieron los lisados en tubos de 1,5 ml. A continuacién, se sonicaron las muestras durante 3
ciclos de 10 segundos al 40% de potencia. Posteriormente, los restos de debris celular se
eliminaron por centrifugacion a 13.000 rpm durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante (extracto

proteico) se guardd en alicuotas a -20°C.

6.2. Western blot

La inmunodeteccion de proteinas se realiz6é de acuerdo con un protocolo estandar. En
primer lugar, se determind la cantidad de proteina mediante el ensayo de Bradford (Biorad), se
disolvieron 30 ug de muestra en tampén de carga (Tris-HCI 62.5 mM pH 6,8, glicerol 10%, SDS
1%, 2-mercaptoethanol 5%, azul de bromofenol 0.0025% (Merck) y se desnaturalizaron durante
5 minutos a 95°C. Las proteinas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida 8-
12% (concentracion dependiente del tamafio de las proteinas a detectar) en presencia de SDS,
utilizando el sistema Mini-Protean Tetra Cell (Biorad). El tampén de electroforesis utilizado
contenia Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1, pH 8,3. A continuacion, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Amersham Protran 0,2 ym), utilizando el equipo Mini Trans-Blot
Cell (BioRad). La transferencia se realiz6 a 400 mA durante 2 horas en tampon de transferencia
(TrisHCI 25 mM, glicina 192 mM, 20% metanol, pH 8,3). Las membranas se bloquearon durante
2 horas en agitacion. El tampén de bloqueo contenia PBS, 0.1% Tween20 y 3% de BSA.
Posteriormente, se incubaron toda la noche con la dilucion adecuada de anticuerpo primario en
tampon de bloqueo y agitacién. Los anticuerpos utilizados en la tesis se detallan en la Tabla MM
4. Al dia siguiente, se retir6 el exceso de anticuerpo mediante 3 lavados de 10 minutos con PBS-
Tween20 0,1% en agitacion. Finalmente, se incubaron las membranas durante una hora con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa diluido en PBS-Tween20 0,1% y se retir6 el
exceso de anticuerpo mediante 3 lavados con PBS-Tween 20 0,1% en agitacion. La deteccion
se realizd mediante una reaccién quimioluminiscente (ECL, Amersham) y la visualizacién con el

equipo Chemidoc Touch (Biorad).
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Anticuerpo Proveedor Referencia Dilucién

p16'N¥4a (policlonal de conejo) Santa Cruz sc-1207 1:500
p21¢"P* (monoclonal de conejo) Abcam ab109520 1:1000
p-H2AX (Ser139) (monoclonal de ratén) Millipore 05-636 1:1000
p-p53(Serl5) (policlonal de conejo) Abcam abl1431 1:1000
Hif-1a (monoclonal de ratén) BD Transduction 610958 1:1000

Laboratories

a-Tubulina (monoclonal de raton) Sigma Aldrich T9026 1:5000
Sox2 (policlonal de conejo) Abcam ab97959 1:1000

Nanog (monoclonal de ratén) Santa Cruz sCc-293121 1:500
cMyc-tag (monoclonal de ratén) Origene TA150014 1:1000

Oct3/4 (monoclonal de ratén) Santa Cruz sc-5279 1:500
Tfcp2I1 (policlonal de conejo) Sigma Aldrich AV31918 1:1000
Tfcp2l1 (policlonal de cabra) Novus Biologicals AF5726 1:1000
Conejo anti-raton HRP (policlonal) Abcam ab97046 1:5000
Cabra anti-conejo HRP (policlonal) Abcam ab97051 1:5000
Conejo anti-cabra HRP (policlonal) Abcam ab97100 1:5000

6.3. Cuantificacion de bandas de western blot
Para cuantificar las bandas de proteinas se uso el programa Image lab 5.1 de Biorad. Se
seleccioné cada banda de forma individual, se restd el fondo inespecifico a cada banda

cuantificada y siempre se refiri6 el valor a un control de carga de la misma membrana, a-tubulina.
7. Inmunoprecipitacion de la cromatina
7.1. ChIP-Seq (“ChIPmentation”)

7.1.1. Fijaciéon, inmunoprecipitacidon y preparacion de las librerias de secuenciacion

ChIPmentation es un protocolo que combina la inmunoprecipitacion de la cromatina
acoplada a secuenciacién (ChlP-seq) y la preparacién de la libreria de secuenciaciéon con la
transposasa Tn5 (“TAGmentation”), usada originalmente en la técnica ATAC-seq gracias a su
capacidad de fragmentar cromatina en conformacién accesible y afadir pequefios fragmentos o
adaptadores de ADN a dichos fragmentos?45:246,

Para llevarlo a cabo en MEFs, en primer lugar, se fijaron 24 millones de células con
formaldehido al 1% en una solucion 200 mM de tampdn fosfato. La reaccion de fijacion se realizé
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Para detener esta reaccion se afiadio glicina 125
mM y se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras esto, se lavaron las células con
PBS frio y se retiraron de la placa de cultivo utilizando el PBS frio al que se afiadieron CIP y

fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Merck) para finalmente centrifugarlas a 4°C.

Las células se homogenizaron en 500 ul de tampdn de lisis celular (Tris-HCI pH 7.5 10
mM, NaCl 10 mM, NP-40 0.3% y CIP) en rotacién durante 30 minutos a 4°C. Tras esto, se
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centrifugd durante 5 minutos a 2500 g a 4°C. Los pellets recogidos se lavaron con 500 pl de
tampon de lisis celular y se centrifugaron de nuevo durante 5 minutos a 2.500 g a 4°C. A
continuacion, se resuspendio el pellet en 667 ul de tampon de lisis nuclear (Tris-HCI pH 7.5 50
mM, EDTA 10 mM, SDS 1% y CIP) y se incub6 en hielo durante 5 minutos. El lisado nuclear
recogido se diluy6 afiadiendo 1.333 pl de tampdn de dilucidon de ChIP (Tris-HCI pH 7.5 16,7 mM,
EDTA 1,2 mM, NaCl 167 mM, SDS 0,01% y Triton-X100 1,1%). Después, la cromatina se sonico
en un sonicador Covaris M220 (10% del ciclo de trabajo, PIP 75 W, 100 “cycles/burst’, 10
minutos) y se centrifugaron durante 5 minutos a 18.000 g a 4°C. El sobrenadante recuperado
contenia cromatina soluble y fue utilizada en el ChlIP o congelada a -80°C tras la comprobacion
del tamafo de los fragmentos generados en la sonicacion. Se retiraron 20 pl de la solucién de
cromatina sonicada que se utilizaron como control “INPUT” y se guardaron a 4°C. Se tomaron
también 200 pl de muestra que se incubaron con 2 pg de anti-Tfcp2l1 (Novus Biologicals) en
rotacion a 4°C durante toda la noche.

Al dia siguiente, se afiadié a las muestras 20 pl de bolitas magnéticas “protein G
Dynabeads” (Invitrogen), que fueron previamente lavadas dos veces con tampén de dilucién de
ChIP y resuspendidas en 50 pl del mismo tampén. La cromatina inmunoprecipitada se incubo
entonces con bolitas magnéticas lavadas durante 1 hora en rotacién a 4°C. Tras esto, se lavo
dos veces con tampoén de lavado 1 (Tris-HCI pH 7.5 20 mM, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM, SDS
1%, Triton-X100 1%), tampdn de lavado 2 (Tris-HCI pH 7.5 20 mM, EDTA 2 mM, NaCl 500 mM,
SDS 0.1%, Triton-X100 1%), tampd6n de lavado 3 (Tris-HCI pH 7.5 10 mM, EDTA 1 mM, LiCl 250
mM, NP-40 1%, Na-desoxicolato 1%) y Tris-HCI pH 8.0 10 mM, usando una gradilla magnética
en frio (Invitrogen). Después, las bolitas magnéticas se resuspendieron en 25 pl de mezcla de
reaccion de “TAGmentation” (Tris-HCI pH 8.0 10mM, MgCI2 5mM, 10% w/v dimetilformamida),
se le afiadio 1 pl de enzima Tn5 y se incubd 1 minuto a 37°C. Se retird el sobrenadante de la
reaccion de “TAGmentation” utilizando una gradilla magnética en frio. Las bolitas fueron lavadas
de nuevo 2 veces con tampén de lavado 1 y TE 1x. Entonces, para resuspender la solucion, se
incubd 2 veces durante 15 minutos en 100 ul de tampdn de elucién (NaHCO3 pH 8.8 50 mM,
SDS 1%). Los 200 pl de cromatina resultante se incubaron a 65°C durante 6 horas con 10 ul de
NaCl 4M y 1 ul de proteinasa K 10 mg/ml para deshacer los enlaces covalentes de la fijacion.
Finalmente, el ADN fue purificado utilizando el Kit “Minelute PCR Purification Kit” (Qiagen) y se

eluyod en 20 pl.

Se generaron las librerias de secuenciacion mediante amplificacion por PCR, para lo que
utilizé “NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix” (NEB) y los oligonucleétidos usados en
Buenrostro et al. 2013?46 con cédigos de barras que permiten la combinacién de varios
experimentos en un mismo carril de secuenciacién. La libreria resultante fue agrupada y
secuenciada en un secuenciador “Hi-Seq 4000 pair-end lane” lo que produjo alrededor de 20M

de lecturas “pair-end” de 49 pares de bases.
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7.1.2. Andlisis de los resultados de secuenciacion del ChIP-Seq

Las lecturas se alinearon o mapearon con el genoma de ratén de referencia “Mouse Dec.
2011 (GRCm38/mm10)” usando “Bowtie™*’. La conversion de los archivos “SAM” de
alineamiento a archivos “BAM” se llevd a cabo con el paquete “Samtools™48. La conversion de
archivos “BAM” a “BED”, el analisis de picos y los solapamientos y mezclas se realizaron con el
paquete Bedtools?°. Para la conversion de archivos “BED” a “BigWig” se utilizé la herramienta
“genomecov” de “Bedltools” y “wigToBigWig” de la UCSC. Los “heatmaps”y perfiles promedio se
generaron utilizando las herramientas “compute-Matrix”, “plotHeatmap”, y “plotProfile” del
paquete “Deeptools 2.0 toolkit™. La identificacion de picos o “Peak calling” se realiz6é con el
algoritmo “MACS2?51 con g-valor<0.01.

El andlisis de enriquecimientos de motivos de factores de transcripcién se llevé a cabo

utilizando el “script” “FindMotifsGenome.pl” del software “Homer?52, Para la asociacion de genes
a los picos, se usé la herramienta “GREAT 253 con la regla de asociacion “basal mas extension”
y pardmetros estandar de distancia al sitio de inicio de la transcripcion del gen (5 Kb aguas arriba,

1 Kb aguas abajo, 1Mb de extensién maxima).

Para el analisis funcional de los genes asociados a picos en el experimento de
ChlPmentation utilizamos la herramienta “Enrichr” 254255 Mediante esta herramienta, se
calcularon los enriquecimientos de términos ontoldgicos “Biological Process” de “Gene Ontology”
(GO)2%6:257, |os 20 términos mas representativos segun su p-valor se clasificaron mediante la
herramienta “CateGOrizer” en sus términos superiores o ancestrales. Posteriormente, se
englobaron estos términos superiores en categorias que definian los procesos biolégicos
generales de los que formaban parte y se estudié el porcentaje de genes incluidos en ellos
respecto al total estudiado. Finalmente, los resultados se representaron a modo de diagrama de
Venn utilizando la herramienta online del grupo de Bioinformatica y Gendmica evolutiva de la

Universidad de Gante (Bélgica) (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

7.2. ChIP-gPCR de validacion
Los picos asociados a genes en las muestras del experimento de ChIP-Seq se validaron

mediante ChIP-gPCR. El procedimiento fue el siguiente:

Se fijaron 24 millones de células afiadiendo 900 ul de una solucion tampon (Hepes pH
8, 50mM, NaCl 0,1mM, EDTA pH8, 1 mM, EGTA 0,5 mM y formaldehido 11%) a 10 ml de medio
de cultivo. La reaccién de fijacion se realizé a 37°C durante 10 minutos. Para detener esta
reaccion se afadio de nuevo al medio de cultivo glicina 125 mM y se incubé durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Tras esto, se lavaron las células con PBS frio y se retiraron de la placa
de cultivo utilizando PBS frio al que se afiadieron CIP y PMSF 100 mM para, finalmente,

centrifugarlas en frio.

Las células recogidas anteriormente se resuspendieron en tampdn de lisis celular (Pipes
pH8 5mM, KCI 85 mM, NP-40 0,5%) al que se afiadieron CIP y PMSF y se incubaron en hielo
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durante 10 minutos. Posteriormente, las células se centrifugaron para después resuspenderlas
en tampodn de lisis nuclear (SDS 1%, EDTA 10 mM, Tris-HCI pH 8,1 50 mM) al que se afiadieron
CIP y PMSF. En este mismo tampon se sonicaron las células ya lisadas utilizando un Bioruptor
(Diagenode) con ciclos de 30 segundos de sonicacion y 30 segundos de pausa durante 15
minutos en frio. El extracto de cromatina sonicada se retir6 del resto de componentes celulares
mediante centrifugacion. Para comprobar el tamafio de los fragmentos de ADN generados se

purificé este material mediante protocolo estandar de precipitacidon con etanol y sales.

Se inmunoprecipitaron 200 pl del extracto de cromatina en 800 pl de tampén (SDS
0,01%, Tritén X-100 1,1%, EDTA 1,2 mM, Tris-HCI pH 8,1 16,7 mM, NaCl 167 mM) con CIP,
PMSF y los anticuerpos contra las proteinas de interés. Se utilizaron los anticuerpos anti-Tfcp2l1
(Novus Biologicals) y anti-RNA polimerasa Il (POLR2A, ThermoFisher Scientific) como control

positivo. Las mezclas se incubaron 16 horas a 4°C.

Después de la incubacion, se afiadieron bolitas magnéticas “ChiP-Grade Protein G
Magnetic Beads” (Cell Signaling) a la mezcla de cromatina y anticuerpo y se incubaron durante
2 horas a 4°C. Tras esto, se realiz6é un lavado con un tampdén de lavado con baja concentracion
en sales (SDS 0,1%, Triton x-100 1%, EDTA 2mM, Tris-HCI pH8,1 20 mM, NaCl 150 mM), con
un tampoén de lavado de alta concentracion en sales (SDS 0,1%, Triton x-100 1%, EDTA 2mM,
Tris-HCI pH8,1 20 mM, NaCl 500 mM) y un tampon de lavado con LiCl (LiCI 0,25 M, NP-40 1%,
NaDoc 1%, EDTA 1%, Tris-HCI pH8,1 10 mM) utilizando una gradilla magnética (ThermoFisher
Scientific). Después, se procedi6 a retirar las bolitas magnéticas tras lavar con tampon TE y TE-

SDS 1% y hacer incubaciones de la mezcla a 65°C.

En Ultimo lugar, se purificé el ADN de la cromatina inmunoprecipitada mediante un
protocolo estandar de precipitacién con etanol y sales. Este ADN se sometié a qPCR utilizando
cebadores disefiados en el laboratorio para las regiones donde se localizaban los picos del
experimento de ChIP-Seq. Para el disefio de los cebadores, se localizaron los picos diana con el
UCSC Genome Browser y se uso su secuencia de ADN. También se utilizaron cebadores contra
una regiéon no codificante del genoma (“Gene desert”, control negativo en todas las muestras) y
contra el primer exén de a-tubulina (control positivo en muestra inmunoprecipitada con POLR2A)
(Tabla MM 5). La gPCR se realiz6 en el termociclador ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems).
El programa de PCR consistié en un paso inicial de 30 segunddos a 95°C seguidos por 40 ciclos
de 5 segundos a 95°C y 35 segundos a 55°C. Finalmente, una ultima fase de 15 segundos a
95°C, 1 minuto a 55°C y un dltimo paso de 15 segundos a 95°C. El andlisis de amplificacion se
realiz6 con el software “SDS 2.4” (Applied Biosystems) para obtener la cuantificacién absoluta.
Los datos de Ct se analizaron mediante el método cuantificacion relativa cuyo resultado
(expresado en porcentaje de ADN de la muestra respecto al control negativo INPUT) se
represento relativizando la muestra inmunoprecipitada con anti-Tfcp2I1 a la inmunoprecipitada

con IgG (inmunoglubulina G).
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Tabla MM 5. Cebadores utilizados en ChIP-gPCR.

Gen o regioén

diana Localizacién en el genoma Secuencia del cebador (5'-3")
Sox2 chr3:34172891-34173202 Rv: GAGTGAGCAGGGGAAGGAAC
Sox9 pico 1 chr11:112778911-112779210 B ot oronaaa e
Sox9 pico 2 chr11:113040573-113040872 Fi SOCARC prCCTonTACeSA
Tofa chr6:86285454-86285782 R AT oTocTacTae
a-Tubulina Rv: AGGCGGTCOATGTAAGAGAA

Localizacién en el genoma: se muestra el rango de localizacién del pico diana para el genoma de referencia “Mouse
Dec. 2011 (GRCm38/mm10)”

8. Andlisis bioinformaticos de datos publicos

8.1. Andlisis de regiones reguladoras asociadas a Tfcp2l1

En primer lugar, se visualiz6 la estructura 3D de la cromatina en el locus de Tfcp2l1
utilizando datos de HiC (captura de conformacién de cromatina a nivel del genoma completo) en
el navegador “WashU Epigenome Browser” procedentes del repositorio publico ENCODE
(GSE74055) 258,

A continuacion, se analizaron las posibles regiones reguladoras (promotores y enhancers
activos) en dicho locus usando datos de ChlP-seq de las modificaciones de histonas H3K4me3
y H3K27ac (GSE49847)259260 que se visualizaron en el UCSC Genome Browser. Se
seleccionaron los picos de estas marcas de histonas que, en base a los datos de HiC, podrian
contactar con el promotor de Tfcp2l1 para regular su expresion. Finalmente, estas secuencias se
introdujeron en la herramienta “Jaspar?%! donde se realiz6 la busqueda de los motivos de unién
al ADN de Hifla, Arnt (también conocido como Hif1) y el dimero formado por Arnt-Hif1a,
obteniéndose sus valores de prediccién y considerandose solo los mas significativos (superiores
a 8).

8.2. Meta-analisis de expresiéon de iPSCs
Se estudiaron experimentos de “Microarray” o micro-matrices de expresion génica
realizados previamente por el grupo de investigacién del Dr. Shinya Yamanaka con “SurePrint

G3 Mouse Gene Expression 8x60 Kit” (Agilent Technology) en un escaner “Microarray Scanner
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System” (Agilent Technology). Finalmente, los datos se analizaron utilizando “GeneSpring”

(Agilent Technology).
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1. Efecto de la hipoxia sobre la senescencia celular

1.1. Efecto de la hipoxia sobre el crecimiento y la aparicion de caracteristicas de
senescencia celular

Para comenzar el estudio del efecto de la hipoxia sobre la senescencia celular comparamos
la proliferacion y entrada en senescencia de MEFs en dos condiciones diferentes de oxigeno,
normoxia (20% O32) e hipoxia (3% O2). Para ello, en primer lugar, explantamos embriones de
ratén en dia de gestacién 13,5 y los cultivamos hasta alcanzar el cultivo puro de MEFs en
normoxia (normoxia inicial). Este proceso se realiz6 durante 3 dias. A continuacién, seguimos el
crecimiento y la aparicion de caracteristicas de la senescencia celular realizando un protocolo
3T3 (Figuras R1 A y B). Observamos que los MEFs cultivados exclusivamente en normoxia
crecian hasta los 30 dias, deteniendo en este momento su crecimiento; momento en el que se
observaba en ellos un fenotipo morfolégico senescente y alta actividad 3-galactosidasa acida
(Figuras R1 A, C y D). Ademas de esto, se observo que so6lo el 50% de los embriones
explantados en normoxia que luego seguian el protocolo 3T3 en hipoxia, mantenian su
proliferacion mas alla de los 60 dias. Sin embargo, el otro 50% de esos MEFs tenia una
esperanza de vida similar a aquellos cultivados exclusivamente en normoxia, entrando en

senescencia de la misma manera (Figura R1 A).

A continuacién, modificamos ligeramente el protocolo realizando la extraccion y explante de
embriones y la generacidn del cultivo de MEFs también en hipoxia (hipoxia inicial). En este caso,
se podia obtener el cultivo puro en 1 solo dia. Posteriormente, realizamos el protocolo 3T3 en
hipoxia 0 normoxia. Un 75% de los los embriones de hipoxia inicial que seguian el protocolo 3T3
en normoxia, tenian extension de vida proliferativa mas alla de los 60 dias. En cambio, el otro
25% so6lo mantenian su crecimiento hasta 45 dias (Figura R1 B), entrando en senescencia. En
cambio, todos los MEFs cultivados sélo en hipoxia crecian mas alla de los 60 dias sin observar

el fenotipo senescente (Figuras R1 B, Cy D).

Para comprobar la duracién de la extensién de la vida proliferativa, varios de los cultivos se
mantuvieron durante 6 meses, no observando en ese tiempo parada proliferativa ni entrada en

senescencia.

Debido a la variabilidad, decidimos trabajar con MEFs cultivados exclusivamente en hipoxia
y MEFs cultivados exclusivamente en normoxia para comparar su crecimiento y caracteristicas

asociadas a senescencia.

Para estudiar el efecto fisioldgico de la hipoxia en la senescencia celular, se analizaron
muestras de ARN y proteina de los MEFs a los 24, 36, 48 y 60 dias de cultivo. Como control del
efecto de la hipoxia, se verificd la activacién de Hif1a indirectamente, midiendo los niveles de
ARNmM de dos de sus dianas transcripcionales, Ldha y Vegfal®’”. Ambos genes resultaron
sobreexpresados en hipoxia respecto a hormoxia en todos los puntos del experimento (Figura
R2 A).
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A continuacion, estudiamos la expresién de efectores de la parada proliferativa en
senescencia. Los niveles transcripcionales de los CKls p21¢el, p16'NK4a y p15nk4b disminuian con
el tiempo de cultivo en hipoxia y eran siempre significativamente menores a los del control
proliferativo en normoxia (dia 24) (Figura R2 A). También observamos una reduccion de los

niveles de proteina con el tiempo en hipoxia en p21°irl y p16'k42 (Figura R2 B).

MEFs-Normoxia Inicial MEFs-Hipoxia Inicial Actividad B-Galactosidasa
8
© 907 © 901 © "
: ; =N
%75_ == Normoxia ok '%75_ == Normoxa T 100% § -Hgg}(?gla
® == Hipoxia " 50% ® == Hipoxa ek 75% 'g 35
& 60 = 604 s
3 * El *x = 34
8 451 8451 . 2% 9=
£ * < =3
2 301 100% aE>30- 828,
i ; &
3 16- §0% 3 154 3
Extraccion0 12 _ 24 36 48 60 Extraccion0  12_ 24 36 48 60 24 36 48 60
Normoxia Tiempo (Dias) Hipoxia Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)
Dia 24 Dia 36 Dia 48 Dia 60
Sl
x|
o
£
£
)
=z
S
x
o
2|
T

Figura R1. La hipoxia puede retrasar la aparicion de senescencia celular in vitro. A) Crecimiento de MEFs
cultivados en normoxia inicial. MEFs se extrajeron y cultivaron inmediatamente en normoxia para su amplificacion, se
observé su crecimiento posteriormente en normoxia e hipoxia. B) Crecimiento de MEFs cultivados en hipoxia inicial.
MEFs se extrajeron y cultivaron inmediatamente en hipoxia para su amplificacion, se observé su crecimiento
posteriormente en normoxia e hipoxia. C) Porcentaje de células positivas para actividad B-galactosidasa acida. Se
cuantificé la actividad 3-galactosidasa acida en células cultivadas exclusivamente en hipoxia o en normoxia realizando
tincion con reactivo X-Gal. D) Morfologia celular senescente y tincion X-Gal. Se observo la morfologia citoplasmatica
en las células empleadas para cuantificar la actividad B-galactosidasa acida. Para el andlisis estadistico se utilizé el test
t-Student en el caso del estudio de crecimiento. Para el estudio de la actividad B-galactosidasa acida se empleo el test
Anova (One way) para comparar cada condicion al control proliferativo de normoxia (24 dias). Las graficas muestran la
media de, al menos, 3 repeticiones independientes (*p<0,05; **p<0,01; ***<0,001). ND: no determinado.

Para comparar la actividad de p53 en hipoxia y normoxia, medimos los niveles de
proteina p-p53 (Serl5) que es la forma activa de p53 cuando se produce estrés celular?62263,
Pudimos observar una mayor cantidad de esta proteina fosforilada en normoxia en comparacién
con hipoxia. Sin embargo, los niveles de p-p53 (Serl5) aumentaban con el tiempo en hipoxia.
Esto coincidia con los niveles de la histona modificada p-H2AX (Ser139) que eran mayores en
hipoxia que en normoxia y que sugieren un posible estrés replicativo?®* (Figura R2 B). También
se midieron los niveles de la diana transcripcional de p53, Bax?. La expresion de este gen
también disminuia con el tiempo en hipoxia, aunque al inicio del experimento los niveles eran
mayores que en normoxia. Esto, junto a la disminucién de expresiéon de p21©rl, mencionada
anteriormente, sugieren una menor activacion transcripcional de p53 en hipoxia a pesar de una

mayor fosforilacion en el residuo S15 (Figura R2 A).
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Figura R2. La hipoxia puede retrasar la expresion de marcadores de senescencia celular. A) Andlisis
transcripcional de genes relacionados con la hipoxia o la senescencia celular. Se analizaron mediante gqRT-PCR
los niveles de ARNm de Ldha, Vegfa, p21¥%, p16'N*4a p15'"b y Bax de MEFs cultivados exclusivamente en normoxia o
en hipoxia. Los niveles de expresion se normalizaron usando como referencia la muestra de control proliferativo de
normoxia (dia 24). B) Andlisis de los niveles de proteinas relacionadas con la senescencia celular. Se compararon
mediante western blot los niveles de proteina de p16™@, p21°°, p-y-H2AX, p-p53 (Ser15) usando a-tubulina como control
de carga. Para el andlisis estadistico en los niveles de ARNm se utiliz6 el test t-Student. Las graficas muestran la media
de, al menos, 3 repeticiones independientes medidas en triplicado (*p<0,05; **p<0,01; ***<0,001).
1.2 Efecto de la hipoxia sobre la expresién de genes relacionados con las
propiedades de células madre

El cultivo de hipoxia produce extensién de la vida proliferativa de fibroblastos diferenciados,
asemejando el potencial replicativo ilimitado de las células madre. Por tanto, medimos si los
cultivos en hipoxia podrian aumentar las caracteristicas de células madre de estas células

proporcionandoles asi este potencial replicativo ilimitado.

Para ello, realizamos PCR array con una matriz de genes predisefiada. Este PCR array
incluia sondas especificas para genes marcadores de células diferenciadas, células
indiferenciadas, células madre y genes relacionados con las propiedades de células madre. Para
el andlisis resumimos estos grupos de genes en 2 categorias: diferenciacion vy
desdiferenciacién/células madre. Este ultimo incluia marcadores de células indiferenciadas, y

genes relacionados con las propiedades de células madre.

Estudiamos con este array muestras de células cultivadas exclusivamente en normoxia o en
hipoxia que fueron recogidas en 2 puntos distintos de nuestro cultivo 3T3. El primer punto fue
tomado al inicio del experimento cuando las células en normoxia aln tenian capacidad
proliferativa normal. Llamamos a estas muestras Norm-Pro e Hip-Pro. El segundo punto
experimental fue tomado cuando las células de normoxia alcanzaron la senescencia replicativa.

En este punto las células cultivadas en hipoxia mantenian la capacidad proliferativa. Llamamos
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a estas muestras Norm-Sen e Hip-Inm, respectivamente. En el analisis, utilizamos como control
de referencia para la expresion la muestra Norm-Pro y encontramos distintos perfiles de
expresion (Figura R3 A).

Hallamos sobreexpresion de 6 genes en Norm-Pro respecto a las demas muestras. 4 de
estos genes se incluian en la categoria de diferenciacion (Cdh5, Gata4, Eomes e Isl) y 2 de ellos
en la categoria de desdiferenciacion/células madre (Sfrp2 y Eras). En la muestra Norm-Sen,
encontramos otros 6 genes sobreexpresados respecto al resto de las otras muestras. 5 de estos
genes entraban en la categoria de diferenciacién (Ins2, Nppa, Fnl, Myf5 y Ddx4) y sélo uno en
el conjunto de desdiferenciacién/células madre (Gal). Los resultados indicaban una
sobreexpresion comin de 5 genes en las 2 muestras de normoxia respecto a las de hipoxia
(Bxdc2, Foxa2, Commd3, Cd9, Fgf5) de los cuales sélo uno se consideraba del grupo de

desdiferenciacion/células madre (Foxa2).

En Hip-Pro se hall6 sobreexpresion de 14 genes respecto a las demas muestras. 6
pertenecian a la categoria de desdiferenciacion/células madre (Sox2, Zfp42, Podxl, Gdf3, Lin28,
Kit) y 8 a diferenciacion (Krtl, Syp, Lamal, Gfap, Col2al, Gecml, Pecaml, Runx2). Por su lado,

la muestra Hip-Inm sélo presentd un aumento de expresion en 2 genes respecto a las demas,
ambos de desdiferenciacion/células madre (Tfcp2l1 y Rest). Ambas muestras de hipoxia tenian
en comun la sobreexpresion de 2 genes, 1 de ellos considerado de diferenciacion (lapp) y el otro

de desdiferenciacion/células madre (Gbx2).

Por ultimo, las 3 muestras con capacidad proliferativa (Norm-Pro, Hip-Pro e Hip-Inm) no
presentaban sobreexpresion comuan de ninglin gen, mientras que las muestras tomadas al inicio
del experimento (Norm-Pro e Hip-Pro) sobreexpresaban 4 genes respecto a las demas, todos
del grupo de diferenciacion (Des, Fltl, Sycp3, Collal).

En conjunto, en normoxia observamos una mayor sobreexpresion de genes de la
categoria de diferenciacién. En cambio, en las muestras de hipoxia se observé una mayor
sobreexpresion de genes de la categoria de desdiferenciacién/células madre (Figura R3 B). Tras
este analisis, decidimos validar la expresion de los genes con altos niveles en Hip-Inm respecto
al resto de muestras. Esto podria proporcionarnos posibles candidatos reguladores del
mantenimiento de la capacidad proliferativa y del escape de la senescencia en hipoxia. Pudimos
demostrar que Tfcp2l1l presentaba mayores niveles de ARNm y de proteina en hipoxia respecto
a normoxia a lo largo de todo nuestro experimento 3T3. Sin embargo, encontramos una gran
variabilidad para la expresion de Rest entre los diferentes cultivos (Figura R3 C). Debido a su
homogeneidad en la expresion durante el cultivo en hipoxia y a su funcién conocida en desarrollo,

nos centramos en el estudio de Tfcp2I1.
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Figura R3. La hipoxia puede aumentar la expresién de genes relacionados con las propiedades de célula madre.
A) Andlisis de expresién diferencial de genes relacionados con las propiedades de célula madre. Se midié
mediante un PCR array la expresion de 96 genes. Se calculé el valor z-score de la expresion relativizada al a muestra
de normoxia con capacidad proliferativa (Norm-Pro) y esos valores se representaron siguiendo el cédigo de colores
mostrado B) Clasificacién de la expresién diferencial por grupos de muestras. Se representd en un diagrama de
Venn la sobreexpresion hallada en las diferentes muestras en el andlisis anterior. C) Validacion de la expresion
diferencial de Rest y Tfcp2l1. Se midié mediante qRT-PCR el nivel de expresion de Rest y Tfcp2l1 a los 24, 36, 48 y
60 dias de ser cultivados exclusivamente en normoxia o hipoxia siguiendo el protocolo 3T3-modificado. También se midié
la expresion de Tfcp2l1l mediante western blot. Para el andlisis estadistico en los niveles de ARNm se utiliz6 el test t-
Student. Las graficas muestran la media de, al menos, 3 repeticiones independientes (*p<0,05; **p<0,01; ***<0,001).

A continuacion, verificamos la expresion de otros genes relacionados con las
caracteristicas de células madre en los puntos mencionados del experimento de extension de
vida proliferativa. Se detectd sobreexpresion a nivel transcripcional de los factores de Yamanaka
Oct3/4, Sox2 y Klf4 y de Nanog, KIf2, Bmil y Sox9. La expresion de todos los genes presenté
diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de los puntos experimentales de hipoxia
respecto al control proliferativo de normoxia (dia 24). En el caso de Oct3/4 y Nanog, la
sobreexpresion se observd como tendencia en todos los puntos, a pesar de no ser

estadisticamente significativas. KIf2 y KIf4 presentaron un patrén de expresion similar, en el que
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los niveles sobreexpresados en hipoxia disminuyen con el tiempo. En cuanto a cMyc, se observa
una disminucién de la expresion en normoxia, sin embargo, su expresion se mantiene en el
tiempo en todos los puntos (Figura R4 A). A nivel de proteina, observamos un patrén de
expresion similar al hallado en ARNm. Se muestran los resultados de Western Blot para Sox2,
Oct3/4 y Nanog (Figura R4 B).
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Figura R4. La hipoxia puede alterar la expresién de genes relacionados con las propiedades de célula madre. A)
Analisis transcripcional de genes relacionados con las propiedades de célula madre. Se analizaron mediante gRT-
PCR los niveles de ARNm de Oct3/4, Bmil, Sox2, Sox9, Klf4, KIf2, c-Myc y Nanog de MEFs cultivados exclusivamente
en normoxia o en hipoxia. Los niveles de expresiéon se normalizaron usando como referencia la muestra de control
proliferativo de normoxia (dia 24). B) Andlisis de los niveles de proteinas relacionadas con las propiedades de
célulamadre. Se compararon mediante Western Blot los niveles de proteina de Sox2, Oct3/4 y Nanog usando a-tubulina
como control de carga. Para el analisis estadistico en los niveles de ARNm se utiliz6 el test t-Student. Las graficas
muestran la media de, al menos, 3 repeticiones independientes medidas por triplicado (*p<0,05; **p<0,01; ***<0,001).
2. Estudio del papel de Tfcp2l1 en el efecto causado por la hipoxia en senescencia
Para estudiar la causalidad y relevancia de Tfcp2I1 en el efecto de la hipoxia en senescencia
decidimos modificar sus niveles de expresion en MEFs cultivados exclusivamente en hipoxia o

exclusivamente en normoxia.

2.1. Efecto de la disminucién de la expresion de Tfcp2l1

En primer lugar, indujimos la expresion de dos moléculas distintas de shARN contra el ARNm
de Tfcp2ll1 (Sh#1 y Sh#2). Comparamos el crecimiento celular relativo de MEFs que expresaban
estas moléculas con el de MEFs que expresaban una molécula control o “scramble” (Sc).
Pudimos observar que, tanto en normoxia como en hipoxia, el crecimiento de los MEFs-Sh#1 y
MEFs-Sh#2 se reducia significativamente respecto a los MEFs-Sc (Figuras R5 A y B). El
crecimiento de los MEFs-Sc se correspondia al de MEFs-WT en cada condicion de oxigeno.

Ademads, pudimos observar que el crecimiento de los MEFs-Sh#1 y MEFs-Sh#2 en hipoxia se
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reducia hasta alcanzar niveles similares al crecimiento de los MEFs Sc de normoxia. (Figuras
R5 A y B). En ambos casos, MEFs-Sh#1 y MEFs-Sh#2, el comportamiento era idéntico. La
reduccion proliferativa en los MEFs-Sh#1 y MEFs-Sh#2 fue acompafiada del incremento de
actividad B-galactosidasa acida y de la adquisicion una morfologia tipica senescente tanto en
hipoxia como en normoxia (Figuras R5 C y D). Estos resultados sugieren que Tfcp2l1 podria ser
esencial en el mantenimiento de la capacidad proliferativa en células normales y que la

disminucién de su expresién activa la senescencia.
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FiguraR5. Lareduccién de expresion Tfcp2l1 provoca senescencia prematura. Ay B) Crecimiento celular relativo
de MEFs-Sc, MEFs-Sh#1 y MEFs-Sh#2 en normoxia e hipoxia. MEFs fueron cultivados en hipoxia o normoxia e
infectados con lentivirus para obtener la expresion de las moléculas de shARN, tras la seleccion de las células se
sometieron a protocolo 3T3. C) Actividad B-galactosidasa acida en normoxia e hipoxia. MEFs infectados y
seleccionados fueron fijados a los 3 dias de comenzar el protocolo 3T3 para su posterior tincion con reactivo X-Gal. D)
Morfologia celular senescente y tincion X-Gal. Se observo la morfologia citoplasmatica en las células empleadas para
cuantificar la actividad B-galactosidasa acida. Para el analisis estadistico se utilizo el test t-Student en el caso del estudio
de crecimiento. En el estudio de la actividad B-galactosidasa acida se utilizo el test Anova (One way) para comparar cada
muestra de Sh al Sc de la misma condicién de oxigeno. Las graficas muestran la media de, al menos, 3 repeticiones
independientes (*p<0,05; **p<0,01; ***<0,001).

A continuacion, estudiamos no solo el efecto celular sino también el efecto de los sShARN
sobre la transcripcion de genes alterados en hipoxia. A nivel de ARNm, la expresion de Tfcp2l1
resultd ser significativamente menor en ambos shARN respecto a su control en cada condicion
de oxigeno, (Figura R6 A). También observamos que la reduccion de los niveles de Tfcp2I1 era
mayor con la expresion de Sh#1, lo que coincidia con una actividad B-galactosidasa acida algo

mayor (Figura R5 C).
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Como control, hallamos sobreexpresion de las dianas transcripcionales de Hif1a, Vegfa
y Ldha, en los MEFs-Sc de hipoxia respecto a los de normoxia. Ademas, observamos
sobreexpresion de Ldha en los MEFs-Sh #1 y #2 tanto en hipoxia como en normoxia. En cuanto
a los principales efectores de la parada proliferativa de senescencia, observamos que la
expresion de p16'Nk4a gumentaba con la expresién de los shARN en hipoxia y normoxia, mientras
gue sélo observamos esta tendencia para p21©rl en MEFs-Sh#2. Por ultimo, estudiamos la
expresién de genes relacionados con las propiedades de célula madre y no encontramos
diferencias notables ni en hipoxia ni en normoxia (Figura 6B). Asi, la reduccion en la expresion
de Tfcp2ll podria tener un efecto directo en los efectores de la senescencia mientras que no

hallamos evidencias de disminucion en los genes relacionados con las propiedades de célula

madre.
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Figura R6. La reduccion de expresion de Tfcp2l1 mediante shARN afecta a los niveles de ARNm de genes
alterados por la hipoxia. A) Niveles de ARNm de Tfcp2l1. Se analiz6 la expresion de Tfcp2l1 en muestras de ARN y
proteina de MEFs infectados y seleccionados tras los primeros 3 dias de protocolo 3T3. B) Niveles de ARNm de genes
de expresion alterada por la hipoxia en MEFs. Se analizé la expresion de los genes Ldha, Vegfa, p16™N<4a, p21cr,
Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc y Nanog en muestras a los 3 primeros dias de protocolo 3T3 en hipoxia y normoxia. Los niveles
de ARNm se relativizaron a la expresion de MEFs-Sc de normoxia Para el analisis estadistico en los niveles de ARNm
se utilizo el test t-Student. Las graficas muestran la media de, al menos, 3 repeticiones independientes medidas en
triplicado (*p<0,05; **p<0,01; ***<0,001).
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2.2. Efecto del aumento de la expresion de Tfcp2ll

Para comprobar si la expresion ectopica de Tfcp2l1l podria imitar el efecto de la hipoxia en
senescencia decidimos sobreexpresar su ADNc en MEFs (MEFs-Tfcp2I1) cultivados tanto en
normoxia como hipoxia para su control. En primer lugar, observamos que el crecimiento de MEFs
infectados con un vector control (MEFs-Vector) fue mayor en hipoxia que en normoxia. Sin
embargo, los MEFs-Tfcp2l1 detuvieron su crecimiento tras la seleccién de las células
transducidas con el plasmido de expresion en ambas condiciones de oxigeno (Figura R7 A).
Estas células adquirieron entonces una acusada morfologia caracteristica de senescencia y alta

actividad -galactosidasa &cida (Figura R7 B y C).
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Figura R7. La sobreexpresion de Tfcp2ll provoca senescencia prematura. A) Crecimiento celular relativo de
MEFs-Vector y MEFs-Tfcp2l1 en normoxia e hipoxia. MEFs fueron cultivados en hipoxia o normoxia e infectados con
lentivirus para la transduccion de un vector control o la expresion de ADNc de Tfcp2l1, tras la seleccion de las células
que incorporaron los vectores, se sometieron a protocolo 3T3. B) Actividad B-galactosidasa acida en normoxia e
hipoxia. MEFs infectados y seleccionados fueron fijados a los 3 dias de comenzar el protocolo 3T3 para su posterior
tincién con reactivo X-Gal. D) Morfologia celular senescente y tincion X-Gal. Se observo la morfologia citoplasmatica
en las células empleadas para cuantificar la actividad B-galactosidasa acida. Para el andlisis estadistico se utilizé el test
t-Student en el caso del estudio de crecimiento y el test Anova (One way) para el estudio de la actividad B-galactosidasa
acida. Las gréaficas muestran la media de, al menos, 3 repeticiones independientes (*p<0,05; *p<0,01; ***<0,001).
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Posteriormente, comprobamos el aumento de los niveles de proteina Tfcp2l1 en MEFs-
Tfcp2l1 respecto a MEFs-Vector. Esto iba acompariado de altos niveles de los CKils, pl16'k4a y
p21°rl en las células que detuvieron su crecimiento (Figura R8 A). Ademas, estudiamos los
niveles de ARNm de Tfcp2l1 y observamos una sobreexpresion mas de 1000 veces superior a
la obtenida en los MEFs-Vector (Figura R8 B). Esta alta sobreexpresiéon es unas 100 veces
mayor a la hallada en hipoxia respecto a normoxia en el experimento 3T3 con MEFs-WT (Figura
R3 C). Por ultimo, estudiamos los niveles de ARNm de diferentes genes que previamente
habiamos encontrado sobreexpresados en hipoxia. Asi, en MEFs-Tfcp2l1 de normoxia
encontramos sobreexpresion de p16'Nk4ay p21Cirl gl igual que a nivel proteico, y también de los
genes relacionados con las propiedades de células madre Oct3/4, Sox2, KIf4 y Nanog. En el
caso de c-Myc, observamos una pequefia disminucion de la expresion al igual que en
experimentos con MEFs-WT en hipoxia (Figura R4). Por ultimo, hallamos sobreexpresion
también en genes involucrados en la ruta de sefalizacion de Tfcp2l1 en el mantenimeinto de la
pluripotencia de mESCs265266, Estos son Esrrb, Tbx3 y Klf2, asi como Hesl y Heyl, de la via de
Notch, que es regulada por Tfcp2l1 en el desarrollo?” (Figura 8C). Estos resultados sugerian
que los niveles de expresion de Tfcp2ll suprafisiolégicos podrian actuar como oncogénicos

induciendo una sefial de OIS en MEFs independientemente de los niveles de oxigeno.
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Figura R8. La sobreexpresion de Tfcp2l1 en normoxia afecta alos niveles de ARNm y proteina de genes alterados
por la hipoxia. A) Niveles de proteina de Tfcp2l1 y CKls. Se analizaron los niveles de proteina de Tfcp2l1, p16M@y
p21°Pt en muestras MEFs infectados y seleccionados tras los primeros 3 dias de protocolo 3T3-modificado. B) Niveles
de ARNm de Tfcp2l1. Se analiz6 los niveles de ARNm Tfcp2l1 en muestras a los 3 primeros dias de protocolo 3T3-
modificado. C) Niveles de ARNm de CKIls, genes relacionados con las propiedades de células madre y genes
relacionados con la ruta de sefializacién de Tfcp2l1 en mESCs. Se midieron por gRT-PCR los niveles de expresion
de los genes p16'N%4 p21°P Oct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc y Nanog, Esrrb, Hes1, Heyl, KIf2 y Tbx3. Para el analisis
estadistico en los niveles de ARNm se utiliz6 el test t-Student. Las graficas muestran la media de, al menos, 3 repeticiones
independientes medidas por triplicado (*p<0,05; **p<0,01; ***<0,001).
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A continuacién, utilizamos un sistema de expresion inducible por doxiciclina para
expresar Tfcp2I1 a niveles similares a los obtenidos en el cultivo de hipoxia en MEFs cultivados
exclusivamente en normoxia (MEFs-Tfcp2l1-Inducible). Cultivamos los fibroblastos afiadiendo
doxiciclina al medio de cultivo a distintas concentraciones (100, 500 y 1000 ng/ul) y comparamos
su crecimiento respecto al control sin doxiciclina en un experimento 3T3. Observamos un
aumento de la proliferacion y una extensién de la vida proliferativa en normoxia sélo de los MEFs-
Tfcp2l1-Inducible cultivados con 500 ng/ul de doxiciclina. El resto de los cultivos de fibroblastos

no crecieron mas alla de los 20 dias (Figura R9 A).

Obtuvimos un incremento en los niveles de ARNm de Tfcp2ll con el aumento de
concentraciéon de doxiciclina. Pudimos observar un incremento en la expresién de genes
relacionados a las propiedades de célula madre en los dias 3 y 6 en los MEFs-Tfcp2l1-Inducible
cultivados con 500 ng/ul de doxiciclina. Estos genes fueron Oct3/4, c-Myc, Nanog, Sox2, Sox9,
Bmil y KIf2. Pero esta sobeexpresién se reducia en el dia 15 (Figura R9 B). También se obtuvo
esta sobreexpresion en Stat3 y Tbx3, cuyo aumento se prolongé hasta el dia 15. En el caso de
Gbx2 sdlo hubo incremento en los niveles de ARNm con doxiciclina en el dia 9 (Figura R9 C).
Ademas, medimos la expresion transcripcional de los CKls p21°rl y p16'NK4a, En el caso de
p21¢rl se observé un incremento de la expresion con la adicién de doxiciclina que aumenté con
el tiempo en cultivo. Sin embargo, no observamos diferencias en los niveles de ARNm de
pl6NK4a 3 excepcion de una disminucion en la muestra cultivada con doxiciclina a 500 ng/ul en
el dia 15. Por dltimo, observamos un incremento en los niveles de expresion de Bax, que se

igualaron a los del control en el dia 15 (Figura R9 D).

Estos datos demuestran que sélo los niveles de expresion de Tfcp2ll similares a los
inducidos por la hipoxia pueden aumentar la vida proliferativa de los MEFs, mientras que la
reduccion de su expresion o el aumento en niveles muy superiores desembocan en senescencia.
Ademas, estos niveles 6ptimos simulados en el experimento con la adicion de doxiclina a 500
ng/ul, logran promover la expresion de genes que hemos visto sobreexpresados en nuestros
cultivos de MEFs en hipoxia y disminuyen la expresién de p16'Nk4a para permitir la extension de

la vida proliferativa.
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Figura R9. La sobreexpresion de Tfcp2l1 en niveles similares a los alcanzados por la hipoxia extiende la vida
proliferativa de MEFs cultivados en normoxia. A) Crecimiento celular relativo de MEFs-Tfcp2l1-inducible en
normoxia tratados con doxiciclina. MEFs fueron cultivados normoxia e infectados con lentivirus para la transduccion
de un vector de expresion de ADNc de Tfcp2l1 y un vector con el transactivador sensible a doxiciclina, tras la seleccion
de las células que incorporaron los vectores, se sometieron a protocolo 3T3. Se les afiadié doxiclina cada 3 dias a las
concentraciones de 100, 500 y 1000 ng/ul. B) Niveles de ARNm de Tfcp2l1y genes relacionados con las propiedades
de células madre. Se analizaron los niveles de ARNm Tfcp2l1, Oct3/4, c-Myc, Nanog, Sox2, Sox9, Bmil y KIf2 en
muestras a los 3, 9y 15 dias de protocolo 3T3. C) Niveles de ARNm genes relacionados con la ruta de sefializacion
de Tfcp2l1 en mESCs. Se midieron por gRT-PCR los niveles de expresion de los genes Stat3, Thx3 y Gbx2. C) Niveles
de ARNm de CKls y Bax. Se midieron por gRT-PCR los niveles de expresion de los genes p16™K%?, p21°P! y Bax en
muestras a los 3, 9y 15 dias de protocolo 3T3.

3. Estudio de la activacién transcripcional de Tfcp2l1 en hipoxia

A continuacién, estudiamos como se induce la expresion de Tfcp2I1 en hipoxia. En primer
lugar, afiadimos DMOG, un inhibidor especifico de las PHDs, al medio de cultivo de células en
normoxia. Estas proteinas se encargan de hidroxilar residuos de los factores Hifa, marcandolos
para su posterior ubiquitinizacion mediada por Vhl y su degradacion via proteasomal®®, Como

control de activacion de las rutas de sefializacion en hipoxia, verificamos los niveles de Ldha,
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diana transcripcional directa de Hif1a, comprobando que los niveles de ARNm se elevaban
significativamente por encima de los del control y los de hipoxia. Pudimos observar un aumento
de los niveles de proteina de Tfcp2I1 en los MEFs tratados (DMOG), que se elevaban por encima
de los niveles de MEFs cultivados en normoxia (Control), similares a los de MEFs cultivados en
hipoxia (Hipoxia) (Figura R10 A). A nivel de ARNm, observamos el mismo patrén de expresion
de Tfcp2ll. También pudimos observar sobreexpresion en algunos genes relacionados con las
propiedades de célula madre en los MEFs tratados con DMOG, como los factores de Yamanaka
Oct3/4, Sox2, Klf4 y Nanog, aunque detectamos cierta variabilidad en las muestras tratadas con
DMOG para este ultimo gen. (Figura R10 B).
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Figura R10. DMOG aumenta los niveles de Tfcp2ll y de genes cuya expresion es alterada por la hipoxia. A)
Niveles de proteina de Tfcp2l1 en MEFs tratados con DMOG. Se trataron MEFs con DMOG durante 24 horas tras las
que se realiz6 extracto total de proteinas y se comparé con MEFs cultivados en normoxia y MEFs cultivados en hipoxia.
B) Niveles de ARNm en MEFs tratados con DMOG. Se trataron MEFs con DMOG durante 24 horas y se trajeron
muestras de ARN. Se midi6 la expresion transcripcional por gRT-PCR de los genes Ldha, Tfcp2l1, Oct3/4, Sox2, Klf4 y
Nanog. Para el andlisis estadistico en los niveles de ARNm se utiliz6 el test t-Student. Las graficas muestran la media
de, al menos, 3 repeticiones independientes medidas por triplicado (*p<0,05; **p<0,01; ***<0,001).

Para determinar si la sobreexpresién de Tfcp2ll podria estar causada directa o
indirectamente por Hifla, decidimos sobreexpresar esta proteina en normoxia. Para ello,
utilizamos una version mutante del ADNc de Hifla, cuya traduccién resulta en la sustitucion de
3 aminoacidos (Pro402, Pro577 y Asp813 por 3 residuos Ala). Esto reemplaza los residuos diana
de las PHDs por otros que no son capaces de hidroxilar. De este modo, se confiere estabilidad

a la proteina en presencia de oxigeno, simulando una activacién constitutiva26®,

En primer lugar, llevamos a cabo la infeccién lentiviral de los vectores control (Vector) y
el ADNc de Hifla triplemente mutado (Hif7a-3M) y la seleccién de las células transducidas en
normoxia. En primer lugar, observamos la parada proliferativa de las células y la adquisicion de
alta actividad B-galactosidasa acida en MEFs-Hifla-3M (Figura R11 A). Comprobamos la
sobreexpresion de Hifla mediante western blot, detectando los niveles de proteina Hif1a, asi
como los de la etiqueta que incluye el ADNc del vector transducido (Myc-Tag) y de Tfcp2l1.

Detectamos sobreexpresion en todos los casos en MEFs-Hif1a-3M (Figura R11 B).

A continuacién, medimos los niveles de ARNm de diferentes genes cuya expresion
observamos alterada previamente en hipoxia. En los MEFs-Hifla-3M se producia una

sobreexpresion de las dianas de Hif1a, Vegfa y Ldha. Esto se correspondia con una correcta
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actividad transcripcional de Hifla en las células. Encontramos también mayores niveles de
Tfcp2I1 en MEFs-Hif1a-3M, confirmando la induccién por hipoxia de la expresion de Tfcp2ll. En
cuanto a genes efectores de senescencia, pudimos observar un incremento de la expresion de
los CKls, p16/Nk4ay p21CPl, Ademas de la sobreexpresion de Tfcp2l1 en MEFs-Hif1a-3M respecto
a MEFs-Vector, se produjo un incremento de los niveles de ARNm de Oct3/4, KIf4 y c-Myc.
También estudiamos la expresion de genes de la ruta de sefializacion de Tfcp2l1 en mESCs y
pudimos observar un incremento en Esrrb, Stat3, Tbx3 y Gbx2 (Figura R11 C).

Estos datos en su conjunto también sugieren que la activacion constitutiva de Hif1a,
mediante la sobreexpresion de una forma mutante, podria desencadenar, al igual que Tfcp2l1,
una sefial de OIS que disminuiria la capacidad proliferativa manteniendo activos los CKIs, a pesar
de la activacion de ciertas sefiales de pluripotencia.
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Figura R11. La sobreexpresiéon de Hifia-3M activa dianas de la hipoxia en condiciones de normoxia y provoca
senescencia prematura. A) Morfologia celular senescente y tincion X-Gal. Se observé la morfologia citoplasmatica
en MEFs infectados y seleccionados que fueron fijados para su tincion con reactivo X-Gal. B) Niveles de proteina Hif1a
y Tfcp2l1 inducidos por la sobreexpresion de Hif1a-3M. Se cuantificaron mediante wetern blot los niveles de proteina
de Hif1a y la etiqueta Myc-Tag en MEFs-Hif1a-3M respecto a MEFs-Vector. También se midieron los niveles de Tfcp2I1.
C) Niveles de ARNm de controles de activacion de la hipoxia, CKls, genes relacionados con las propiedades de
células madre y la pluripotencia, y genes de la ruta de sefializacién de Tfcp2l1 inducidos por la expresion de
Hifla-3M. Se midi6 la expresion transcripcional mediante gRT-PCR de los genes Vegfa, Ldha, p16™N*42, p21°Pt, Tfcp2l1,
Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc, Esrrb, Stat3, Tbx3 y Gbx2. Para el andlisis estadistico en los niveles de ARNm se utiliz6 el test
t-Student. Las graficas muestran la media de, al menos, 3 repeticiones independientes medidas por triplicado (*p<0,05;
**p<0,01; ***<0,001).

Los datos de activacion de Tfcp2l1 por el mutante activo Hif1a-3M sugieren que Hif1a
puede ser el factor de transcripcion que active la expresion de Tfcp2l1 uniéndose a su promotor

0 un enhancer.

Para ello, decidimos estudiar la posible interaccién entre Hifla y regiones reguladoras

cercanas al gen Tfcp2I1 en el ADN. En primer lugar, observamos la proximidad a Tfcp2l1 de otro

66



Resultados

gen con funcién relevante en desarrollo, Gli2. Para determinar qué regiones potencialmente
reguladoras podrian actuar sobre Tfcp2l1 y no sobre Gli2 u otro gen cercano, realizamos un
estudio de los dominios del ADN asociados topoldgicamente (TADs). Para ello, hicimos un
andlisis HIC de datos publicos procedentes de células ES-E142%8, Tanto Tfcp2ll como Gli2
pertenecen a un mismo TAD que, a su vez, esta dividido en varios subTADs, de forma que ambos
estan ocupando subTADs diferentes. Esto restringe la basqueda de potenciales elementos

reguladores especificos de Tfcp2l1 a una regién mas concreta.
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Figura R12. Tfcp2l1 comparte un TAD junto a Gli2, pero forma su propio subTAD dentro de este. Se muestran los
resultados de HiC para TADs cercanos a Tfcp2l1 en MEFs. Los datos se obtuvieron desde el repositorio piblico ENCODE
(GSE74055), fueron visualizados con WashU Epigenome Browser y se sefialaron los subTADs encontrados.

A continuacion, estudiamos la existencia de posibles elementos reguladores en las
regiones cercanas a la secuencia de Tfcp2l1 en el ADN. Para ello, se analizaron datos de ChIP-
seq publicos para las modificaciones de histonas H3K27ac (que marca enhancers y promotores
activos) e H3K4me3 (que marca promotores activos, pero no enhancers)?® en fibroblastos
derivados de embriones en dia de desarrollo 13,5 25°. Para ambos marcadores, observamos un
alto nimero de picos en las regiones cercanas a Gli2 y entre los genes Tsn y SNORAL17, asi
como en las proximidades de Tfcp2l1, aunque estos picos eran menos pronunciados, indicando,

posiblemente, una menor actividad reguladora (Figura R13).
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Figura R13. Existen multiples posibles promotores y enhancers en las regiones cercanas a Tfcp2I1 en el ADN.
Se muestran los resultados de ChIP-Seq para H3K27ac y H3K4me3 cercanos a Tfcp2l1l en MEFs. Se analizaron los
datos publicados (GSE49847) y se obtuvieron los picos para la region que ocupa el subTAD asociado a Tfcp2l1 en el
genoma localizado en el analisis anterior.

Finalmente, analizamos mediante la herramienta Jaspar las secuencias donde se
hallaron evidencias de la presencia de las modificaciones de histona H3K27ac y de H3K4me3.
Analizamos todos los picos entre el gen Tsn y la zona intergénica existente entre Gli2 e Inhbb.
Con esta herramienta, tratamos de identificar si en dichas secuencias se encontraba el motivo
de unién de Hif1a al ADN. Como resultado, obtuvimos varias predicciones con un alto valor de
significacion estadistica en la prediccién. En la tabla, se recogen los valores de prediccién para
los motivos de unién por los que se une al ADN Hif1a, Arnt (también conocido como Hif1B) y el
dimero formado por Arnt-Hif1a. Se muestran los valores de prediccion partir de valor 8 (Tablas
R1y Tabla R2).

Tabla R1. Es probable encontrar motivos de union de Hifia al ADN junto a marcas H3K4me3 cerca del gen
Tfcp2l1. Se obtuvieron las secuencias de los H3K4me3 analizados previamente. Se introdujeron estas secuencias en la

herramienta Jaspar y se anotaron los valores de prediccion superiores a 8. Se destacan en negrita los valores superiores
a 10 o cercanos a 10 con redundancia en la misma secuencia.

Picos H3K4me3 Valores de prediccion
Ne Coordenadas Hif1a Arnt-Hiflta (Mm, Hs) Arnt (Mm)
1 chrl 120207069 120208069 (Fe) 8,9+8,6 10,35(x2)
2 chrl 120218264 120219264 10,35(x2)
3 chrl 120284832 120285832
4 chrl 120353476 120354476
5 chrl 120355828 120356828
6 chrl 120524203 120525203
7 chrl 120878169 120879169 11,44 9,65 8,6
8 chrl 120944066 120945066
9 chrl 120948708 120949708
10 chrl 121048448 121049448 8,6
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Tabla R2. Es probable encontrar motivos de union de Hif1a al ADN junto a marcas H3K27ac cerca del gen Tfcp2I1.
Se obtuvieron las secuencias de los H3K27ac analizados previamente. Se introdujeron estas secuencias en la
herramienta Jaspar y se anotaron los valores de prediccion superiores a 8. Se destacan en negrita los valores superiores
a 10 o cercanos a 10 con redundancia en la misma secuencia.

Picos H3K27ac Valores de prediccién
N° Coordenadas Hif1a (Hs) Arnt-Hifta (Mm, Hs) Arnt (Mm)
1 chrl 120207404 120208404 8,9 10,35(x2)
2 chrl 120221282 120222282
3 chrl 120255176 120256176 8,9 10,35(x2)
4 chrl 120265167 120266167 8,6
5 chrl 120285203 120286203 8,9
6 chrl 120295951 120296951 11,33 10,32
7 chrl 120334277 120335277 8,66
8 chrl 120349335 120350335
9 chrl 120353439 120354439
10 chrl 120355455 120356455
11 chrl 120421418 120422418 8,9
12 chrl 120601335 120602335 11,33+9(x2) 9-10(x4) 10,35(x4)
13 chrl 120601816 120602816 10+11+9(x3) 9,5(x2) 10,35(x4)
14 chrl 120721954 120722954
15 chrl 120770136 120771136
16 chrl 120832188 120833188
17 chrl 120848959 120849959
18 chrl 120849606 120850606
19 chrl 120872555 120873555
20 chrl 120878507 120879507 11,44 9,7 8,6
21 chrl 120889798 120890798 9,1
22 chrl 120893574 120894574
23 chrl 120918933 120919933
24 chrl 120929983 120930983
25 chrl 120948747 120949747
26 chrl 121004587 121005587 8,6
27 chrl 121022115 121023115
28 chrl 121025014 121026014 9,4
29 chrl 121026023 121027023
30 chrl 121040365 121041365
31 chrl 121049700 121050700

Estos picos con alto valor de prediccion coincidian con el promotor de Tsn (pico 1 en ambos
ChiIP-Seq, Tablas R1y R2) otro, aguas arriba de Claspl (pico 6 de H3K27ac Tabla R2), otro en
el primer intrén de este mismo gen (picos 12 y 13 en el ChlP-Seq de H3K27ac Tabla R2) y uno
Ultimo aguas abajo de Tfcp2l1 (pico 20 de H3k27ac y pico 7 de H3K4me3 Tablas R1 y R2). De
entre todos, la mayor concentracion de valores de prediccion altos se encontré aguas abajo de
Tfcp2ll. Esto sugiere una alta probabilidad de unién de Hifla a un enhancer activo perteneciente
al subTAD de Tfcp2I1 y, por tanto, que Hifla podria regular la expresion de Tfcp2ll durante la

hipoxia.
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4. Estudio de las dianas transcripcionales de Tfcp2l1 en hipoxia y hormoxia

Para estudiar las dianas reguladas por Tfcp2I1 en hipoxia y, en concreto, aquellas posibles
responsables de su efecto de extension de vida proliferativa, realizamos ChlP-Seq (mediante
protocolo ChlIPmentation) inmunoprecipitando Tfcp2l1 en una muestra de normoxia senescente
(Sen) y una muestra de hipoxia inmortalizada (Inm). Los resultados de secuenciacién se
analizaron mediante el mapeo o alineamiento con el genoma de ratébn Mouse Dec. 2011
(GRCmM38/mm10) y, posteriormente, realizando la identificacién de picos estadisticamente
significativos o peak calling. Se establecié g-valor<0,01 como nivel de significacion estadistica
para reducir falsos positivos. De este modo, pudimos distinguir 3 grupos de picos: uno de sefial
especifica en la muestra de senescencia (Sen, 198 picos); otro de sefial especifica en la muestra
inmortalizada (Inm, 418 picos); y un tercer grupo con sefial comin en ambas muestras al que

denominamos Com (194 picos) (Figura R14).
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Figura R14. Tfcp2l1 se une a un mayor niumero de secuencias asociadas a genes en inmortalizaciéon (Inm). Se
muestra la sefal de secuenciacion del ChIP-Seq de Tfcp2l1 en senescencia (Sen) e inmortalizacion (Inm). Media del
nimero de lecturas entorno a los picos de Tfcp2l1l en la muestra de normoxia senescente (Sen), y en la de hipoxia
inmortalizada (Inm). Se observa una sefial especifica de cada muestra y una sefial comun en los perfiles de ambas
muestras y en el heatmap.

Posteriormente, realizamos un analisis de enriquecimiento de motivos de union al ADN
de factores de transcripcion (TFs) en los 3 grupos de picos. En el caso de los picos asociados a
la muestra senescente (Sen), se hallaron los motivos descritos para los TFs ETS:RUNX, KLF10,
NFkB-p50-p52 y NFAT. El p-valor de estos 4 motivos no era inferior a 10-2. En cambio, en el
grupo de picos comunes (Com), los motivos encontrados eran mas numerosos y de menor p-

valor. Los 5 motivos mas significativos fueron aquellos descritos para los TFs HIF-1b, Tfcp2I1,
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Atf, HIF-2a y NFAT-APL. Por ultimo, en el grupo de picos de la muestra de hipoxia inmortalizada

(Inm) se encontraron enriquecidos 2 motivos de TFs, siendo el de menor p-valor el motivo de

Tfcp2I1l y el segundo, el motivo formado por RAR:RXR. La presencia del motivo de unién de

Tfcp2I1 al ADN es indicativo de la especificidad de los picos encontrados en la muestra tomada

durante la inmortalizacién (Figura R15).
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Figura R15. El motivo de unién al ADN de Tfcp2l1 se encuentra enriquecido en los picos comunes (Com) y en los
de la muestra de células inmortalizadas (Inm). Analisis de enriquecimiento de motivos en los 3 grupos de picos del
ChIP-Seqg. Se muestran por orden de p-valor los enriquecimientos mas significativos estadisticamente en cada grupo
junto con el porcentaje de secuencias diana (picos) y secuencias inespecificas (control aleatorio o “background”) en los

que se han encontrado los motivos.
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A continuacion, se identificaron los genes asociados a los picos en el genoma de referencia
mediante la herramienta GREAT, que establece un dominio regulatorio para cada gen y les
asocia los picos localizados dentro de dichos dominios (Ver materiales y métodos). Como
resultado, se encontraron 236 genes asociados a picos especificos de la muestra de células
senescentes (Sen), 644 genes asociados a picos especificos de la muestra inmortalizada en
hipoxia (Inm) y 249 genes comunes a ambas muestras (Com) (Figura R16). Algunos de los
ejemplos de genes asociados a picos de sefial mas representativa fueron los siguientes: Gbx2 y
Tet2 en la muestra Senescente (Sen) (Figura R17), Axin2, Hes7 y Hey2, hallados como picos
comunes (Com) en ambas muestras (Figura R18) e 112-1121, Sox5 y Thx6, que se encontraron

s6lo durante la inmortalizacién en hipoxia (Inm) (Figura R19).

Sen Inm

Figura R16. Numero de genes asociados a los picos especificos y comunes de cada muestra. Se encontraron 236
genes asociados a picos especificos de senescencia (Sen), 644 genes asociados a picos especificos de inmortalizacion
en hipoxia (Inm) y 249 genes comunes (Com).
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Figura R17. Ejemplo de picos asociados a genes en la muestra senescente (Sen). Se muestran imagenes obtenidas
desde UCSC Genome Browser tras el mapeo o alineamiento de la secuenciacion resultante del experimento ChIP-Seq
con el genoma de referencia Mouse Dec. 2011 (GRCm38/mm10). Los picos asociados a los 3 genes son especificos de
la muestra de senescencia (Sen).
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Figura R18. Ejemplo de picos asociados a genes comunes a senescencia e inmortalizacion en la muestra (Com).
Se muestran imagenes obtenidas desde UCSC Genome Browser tras el mapeo o alineamiento de la secuenciacion
resultante del experimento ChlP-Seq con el genoma de referencia Mouse Dec. 2011 (GRCm38/mm10). Los picos
asociados a los 3 genes se encuentran en la muestra de senescencia (Sen) y en la muestra de inmortalizacion (Inm).
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Figura R19. Ejemplo de picos asociados a genes en la muestra inmortalizada (Inm). Se muestran imagenes
obtenidas desde UCSC Genome Browser tras el mapeo o alineamiento de la secuenciacién resultante del experimento
ChIP-Seq con el genoma de referencia Mouse Dec. 2011 (GRCm38/mm10). Los picos asociados a los 3 genes son
especificos de la muestra inmortalizada (Inm).

Para saber si los picos de cada grupo se asociaban a genes con funciones especificas,
se llevé a cabo un analisis de enriquecimiento funcional. Para ello, se estudiaron los términos
GO de la categoria Biological Process utilizando la herramienta Enrichr. El andlisis se llevé a
cabo para los genes asociados a picos hallados en cada muestra por separado. Esto es, los
genes asociados a picos especificos de cada muestra méas los genes asociados al grupo de picos
comunes (Sen+Com o Inm+Com). De este modo, se analizaron los 236+249 genes asociados a
picos en la muestra senescente (Sen) y se obtuvieron términos GO muy diversos, por lo que
decidimos trabajar con los 20 términos de menor p-valor. El gene ratio, o solapamiento de los
genes de la muestra senescente con los genes incluidos en cada uno de los términos GO
seleccionados, no era superior a 6, de modo que el p-valor mas bajo hallado en el andlisis de la
muestra senescente (Sen) era sélo de 0,002. Entre los resultados con mayor namero de

PN

coincidencias se encontraron términos como “neuron differentiation”, “hemopoiesis”, “cell-cell

junction assembly”, “cellular response to transforming growth factor beta stimulus”y “negative

regulation of cellular biosynthetic process” (Figura R20 A).

Posteriormente, clasificamos mediante la herramienta CateGOrizer los 20 términos GO
maés significativos con tal de obtener sus términos superiores o ancestrales. Estos términos
superiores los clasificamos, a su vez, en funcién de los procesos bioldgicos generales de los que
formaban parte. Asi, reunimos estos 20 términos GO en 5 categorias diferentes. La categoria
mas representada fue la que denominamos desarrollo y diferenciaciéon que contenia el 34,1% de
los genes (N=15) de los 20 términos GO mas significativos. La segunda categoria incluia
términos de sefializacion y contenia el 25% de los genes (N=11). Denominamos control de
componentes celulares a una categoria con el 20,5% (N=9). Las Ultimas categorias recogian los
términos GO de metabolismo, con el 15,9% de los genes (N=7), y transporte, con el 4,5% de los

genes analizados (N=2) (Figura R20 B).
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cell-cell junction assembly p=0,0024
cellular response to transforming growth factor beta stimulus p=0,0067
negative regulation of cellular biosynthetic process p=0,0023
chordate embryonic development p=0,0042

cell junction assembly p=0,0052
striated muscle cell differentiation p=0,0014
phosphatidylinositol 3-kinase signaling p=0,0052
regulation of ARF protein signal transduction p=0,0052
regulation of nitric oxide biosynthetic process p=0,0083
positive regulation of cell development p=0,0074
quaternary ammonium group transport p=0,002
catecholamine transport p=0,002
regulation of sarcomere organization p=0,002
nose development p=0,0037
neuronal ion channel clustering p=0,0047
drug transmembrane transport p=0,0071
positive regulation of receptor biosynthetic process p=0,0071
regulation of receptor biosynthetic process p=0,0071
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Figura R20. Los picos de Tfcp2l1l en células senescentes (Sen) se asocian a genes implicados en diversos
procesos biolégicos. A) Niumero de genes asociados a picos en los 20 términos GO Biological Process mas
significativos de células senescentes (Sen). Se realiz6 un andlisis de enriquecimiento funcional sobre los genes
asociados a picos de Tfcp2l1 en la muestra senescente (Sen) utilizando los términos GO Biological Proces a través de
la herramienta Enrichr y se representd el nimero de genes coincidentes en los 20 términos de menor p-valor. B)
Clasificacion en categorias funcionales generales de los genes incluidos en los 20 términos GO Biological
Process de células senescentes (Sen). Los 20 términos GO Biological Process mas significativos se analizaron
mediante la herramienta CateGOrizer para clasificarlos dentro de sus términos GO superiores 0 ancestrales. Estos
términos superiores se clasificaron, a su vez, en categorias generales que describieran los procesos biol6égicos de los
términos GO. Se representa el porcentaje y nimero de genes de los 20 términos GO Biological Process mas significativos
incluidos en cada categoria.
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Realizamos el mismo analisis con los 644+249 genes asociados a picos hallados en la
muestra de MEFs inmortalizados por hipoxia (Inm). En esta ocasion el solapamiento entre los
genes de los términos GO y los genes de la muestra fue mayor, ascendiendo hasta un maximo
de 41 genes y obteniendo un p-valor minimo en el orden de magnitud de 10-4. Entre los resultados
con mayor numero de coincidencias se encontraron términos como “regulation of cell
proliferation”, “negative regulation of cellular process”, “positive regulation of cellular process”,
“positive regulation of cell proliferation”y “glycosaminoglycan biosynthetic process”. (Figura R21

A).

De nuevo, clasificamos mediante la herramienta CateGOrizer los 20 términos GO mas
significativos y, tras obtener sus términos superiores, los reunimos en 5 categorias funcionales.
Se encontrd6 como la categoria mas representativa aquélla que contenia los términos GO
relacionados con procesos de proliferacion. Esta categoria reunia un 45,5% de los genes (N=46)
de todos los incluidos en los 20 términos GO mas significativos. En segundo lugar, englobamos
los términos GO que hacian referencia a sefializacion y que representaban el 26,7% de los genes
(N=27). La siguiente categoria con mayor nimero de genes era la que denominamos desarrollo
y diferenciacion, con el 13,9% (N=14). Finalmente, encontramos términos referentes al
metabolismo, que suponian el 10,9% (N=11), y al control de componentes celulares, con un 2,8%
de los genes (N=3). 2 de los términos GO con mayor nimero de genes incluidos hacian
referencia a procesos celulares muy generales (“negative regulation of cellular process” y
‘positive regulation of cellular process”) por lo que no se incluyeron en ninguna categoria

funcional (Figura R21 B).

Segun el analisis funcional de los términos GO, Tfcp2ll podria unirse a zonas del
genoma asociadas a genes involucrados en la regulacién de la proliferacién. Esto parecia
suceder de forma relevante solo en las células inmortalizadas en hipoxia (Inm) y no en la muestra
de normoxia senescente (Sen). Para comprobar si la unién de Tfcp2ll a estos genes era
especifica de Inm, decidimos representar el perfil promedio de unién de Tfcp2l1 en torno a cada

pico asociado a los 46 genes de proliferacidn hallados en el analisis funcional de Inm (Tabla R3).
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o negative regulation of synaptic transmission p=0,0015
4 autonomic nervous system development p=0,0011
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Figura R21. Los picos de Tfcp2l1 en células inmortalizadas por la hipoxia (Inm) se asocian a genes implicados
en diversos procesos bioldgicos entre los que destaca la regulacion de la proliferacion. A) Nimero de genes
asociados a picos en los 20 términos GO Biological Process mas significativos de células inmortalizadas por la
hipoxia (Inm). Se realizé un andlisis de enriquecimiento funcional sobre los genes asociados a picos de Tfcp2l1 en la
muestra Inm utilizando los términos GO Biological Process a través de la herramienta Enrichr y se represent6 el nimero
de genes coincidentes en los 20 términos de menor p-valor. B) Clasificacion en categorias funcionales generales de
los genes incluidos en los 20 términos GO Biological Process de células inmortalizadas por la hipoxia (Inm). Los
20 términos GO Biological Process mas significativos se analizaron mediante la herramienta CateGOrizer para
clasificarlos dentro de sus términos GO superiores 0 ancestrales. Estos términos superiores se clasificaron, a su vez, en
categorias generales que describieran los procesos biol6gicos descritos por los términos GO superiores. Se representa
el porcentaje y numero de genes de los 20 términos GO “Biological Process” mas significativos incluidos en cada
categoria.
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Tabla R3. Genes asociados a la regulacion de la proliferacion en las células inmortalizadas en hipoxia (Inm). Se
muestra la relacion de genes incluidos en los términos GO relacionados con la proliferacion que resultaron
estadisticamente significativos en el analisis funcional de la muestra de inmortalizacién en hipoxia (Inm). Dichos términos
GO son: “regulation of cell proliferation” (GO:0042127), “negative regulation of epithelial cell proliferation” (GO:0050680),
“positive regulation of cell proliferation” (GO:0008284).

Genes asociados aregulacién de la proliferacién - Inm

Adrala ler5 Pdcd5 Slc25a33
Azgpl I11b Pdgfra Smarca?2
Chrnal0 112 Plppl Sox11
Dlg5 1121 Prkch Sox2
Fboxw7 17 Pten Sox9
Fer Irs2 Ptn Tdgfl
Flt4 KIf10 Ptprc Tgfa
Fnl Kmt2d Rgcc Thbs1
Folr2 Myo16 Runx3 Utp20
Gareml Nacc2 Scgh3al Xiap
Gata3 Npr3 Sfrp2
Greml Nrgl Six3

Pudimos comprobar que la sefial era muy leve en la muestra de MEFs senescentes (Sen)
y muy alta, por el contrario, en las muestras de MEFs inmortalizados en hipoxia (Inm) (Figura

R22), confirmando la especificidad de estos picos en condiciones de hipoxia/inmortalizacion.

ChIP Tfcp2l1 Sen ChIP Tfcp2I1 Inm

8 4 .
w
o
2 61 i
[ &}
o
S 4 |
R
©
[
o

0 _W |

-2.0 Picos Tfcp2l1 20Kb -2.0 Picos Tfcp2l1 2.0Kb

Figura R22. Tfcp2l1 se une a genes relacionados con la regulaciéon de la proliferacion en células inmortalizadas
en hipoxia (Inm) de manera especifica. Representacion del perfil de la sefial de secuenciacion obtenida en los ChlPs
de Tfcp2ll para los picos a los que se asocian los 46 genes de regulacion de la proliferacion hallados en el analisis
funcional de las células inmortalizadas en hipoxia (Inm).

Algunos ejemplos de los genes relacionados con funciones de proliferacién asociados a
estos picos son Il1b, 112, KIf10, Pdgfra, Rgcc, Sox2, Sox9, Sox11, Tdgfl y Tgfa (Figura R23).
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Figura R23. Ejemplos de picos asociados a genes relacionados con laregulacién de la proliferacién en las células

inmortalizadas en hipoxia (Inm). Se muestran imagenes obtenidas desde UCSC Genome Browser tras el mapeo o
alineamiento de la secuenciacion resultante del experimento ChIP-Seq con el genoma de referencia Mouse Dec. 2011
(GRCm38/mm10). Los picos asociados a los genes indicados son especificos de las células inmortalizadas en hipoxia

(Inm).
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Posteriormente, decidimos validar algunos de estos picos mediante ChlP-gPCR
inmunoprecipitando Tfcp2l1 de nuevo en muestras senescentes (Sen) e inmortalizadas por la
hipoxia (Inm) y utilizando cebadores disefiados para las regiones donde se localizaban dichos
picos. Pudimos confirmar la unién de Tfcp2l1 en muestras inmortalizadas por la hipoxia (Inm)
para los picos asociados a Tgfa, Sox2 y Sox9. Utilizamos cebadores disefiados contra una zona
no codificante o desértica del genoma (“Gene Desert”) como control negativo de amplificacion y
obtuvimos una sefial de amplificacion menor a la de la muestra IgG en todos los casos (Figura
R24 A). Ademas de esto, analizamos los niveles de ARNm de Tgfa en dos puntos diferentes del
experimento 3T3. El primer punto se tomd cuando las células de normoxia conservaban la
capacidad proliferativa (Pro). El segundo punto se tomé cuando los MEFs de normoxia entraron
en senescencia (Sen) y los de hipoxia seguian proliferando (Inm). Encontramos sobreexpresién
en las muestras de hipoxia respecto a las de normoxia (Figura R24 B) También hemos
observado la sobreexpresion de Sox2 y Sox9 en muestras similares de hipoxia respecto a
muestras de normoxia en experimentos 3T3 (Figura R4 A). Esto validaba los datos de ChlIP-Seq

y sugiere que Tfcp2l1 podia estar activando la transcripcion de estos genes en hipoxia.
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Figura R24. En los MEFs inmortalizados en hipoxia Tfcp2l1 se une al ADN cerca de las secuencias de Tgfa, Sox2
y Sox9 cuya expresién aumenta en estas condiciones. A) Validacién de la unién de Tfcp2l1 al ADN en regiones
asociadas a Sox2, Sox9y Tgfa. Se disefiaron cebadores especificos contra las regiones ocupadas por picos de Tfcp2I1
en el ChIP-Seq realizado previamente y se analizé mediante qPCR el ADN inmunoprecipitado con anti-Tfcp2l1 de nuevo
en muestras de MEFs senescentes de normoxia (Sen) e inmortalizados en hipoxia (Inm). Se utilizaron cebadores contra
una region no codificante del genoma como control negativo (Gene desert). Como control positivo se utilizé la
inmunoprecipitacion de las muestras con anti-RNA polimerasa Il y cebadores contra el primer exén de a-tubulina. Los
datos de Ct se analizaron mediante el método cuantificacion relativa cuyo resultado (expresado en porcentaje de ADN
de la muestra respecto al control negativo INPUT) se representé relativizando la muestra inmunoprecipitada con anti-
Tfcp2I1 a la inmunoprecipitada con 1gG. B) Expresion transcripcional de Tgfa. Se analizaron mediante gRT-PCR los
niveles de ARNm de Tgfa en MEFs en normoxia y en hipoxia al inicio del experimento 3T3 (Pro) y cuando entraron en
senescencia en normoxia (Sen), pero proliferaban en hipoxia (Inm). Se muestra la media de, al menos, 2 réplicas
biologicas analizadas por triplicado.
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En conjunto, estos resultados indican que el incremento de la expresion de Tfcp2ll en
hipoxia se corresponde con una mayor unién de este factor de transcripcion al ADN y, en
concreto, a regiones asociadas a genes con relevancia en la regulacién de la proliferacién entre

los que destacamos, tras su validacion, Sox2, Sox9 y Tgfa.

5. Estudio del papel de Tfcp2ll en el efecto causado por la hipoxia en la generacion
de iPSCs

5.1 Efecto de la sobreexpresiéon de Tfcp2l1 en reprogramacién celular

Para estudiar la implicacion de Tfcp2ll en el efecto que causa la hipoxia sobre la
reprogramacion celular, decidimos comparar la capacidad de generacion de iPSCs de células
gue sobeexpresaban Tfcp2ll y células tratadas con hipoxia. Para ello, utilizamos MEFs de
ratones transgénicos que poseian un cassette reportero para la expresion de Nanog (GFP-IRES-

Puro introducido en la region no traducida 5 del gen Nanog!%).

Se infectaron esos MEFs-Nanog-GFP con vectores para la expresion de los 4 factores de
Yamanka Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc (4F) y los 4 factores més Tfcp2l1 (4F-Tfpc2l1). Los niveles
de sobreexpresion de Tfcp2ll se comprobaron a los 4 dias postransduccién (Figura R25 A).
Ademas, MEFs-4F se cultivaron en hipoxia (4F-Hipoxia) durante un periodo de 9 dias. Tras esto,
se devolvieron a normoxia y se seleccionaron con puromicina aquellas colonias que expresaban
Nanog en todas las condiciones. Finalmente, se contaron las colonias Nanog-GFP* a los 21 dias
(Ver materiales y métodos, Figura MM 1). Pudimos observar un aumento estadisticamente
significativo en la generacién de colonias iPSCs (Nanog-GFP*) en las condiciones 4F-Hipoxia y
4F-Tfcp2ll respecto a la condicion control 4F de normoxia. Sin embargo, no hallamos diferencias
significativas entre las condiciones 4F-Hipoxia y 4F-Tfcp2l1. Esto podria sugerir que Tfcp2l1 es
capaz de replicar el efecto de la hipoxia sobre la eficiencia de generacién de iPSCs (Figura R25
By C).

5.2. Efecto de lareduccion de la expresiéon de Tfcp2l1 en reprogramacién celular

Posteriormente, decidimos comprobar el efecto de la disminucién de Tfcp2ll en la
generacion de iPSCs tratadas con hipoxia. Para ello, realizamos el mismo experimento anterior
y sobreexpresamos 2 moléculas diferentes de shARN (Sh#1 y Sh#2) y una molécula contol (Sc)
en MEFs-4F en hipoxia y también en normoxia como condicion control. Comprobamos la
disminucién de la expresion de Tfcp2ll a los 4 dias postraduccion y hallamos una reduccion en
todas las condiciones respecto al control Sc de normoxia, especialmente en el caso del Sh#2
(Figua R26 A).

De nuevo, comparamos la capacidad de generacién de iPSCs contando el ndmero de
colonias Nanog-GFP* a los 21 dias postransduccion. En MEFs-4F-Sc, se observé un aumento
estadisticamente significativo del nimero de colonias Nanog-GFP* en hipoxia respecto a
normoxia. Se produjo también una reduccién del nimero de colonias con la expresion de ambos

shARN respecto al Sc en cada condicion de oxigeno.
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Por otro lado, comparamos la generacién de colonias en hipoxia durante la sobreexpresion
de los ARNsh a la de normoxia. Observamos que el nimero de colonias se reducia a valores
similares, especialmente en 4F-Sh#2 de hipoxia donde no se encontraron diferencias

significativas respecto a 4F-Sc en normoxia (Figura R26 B y C).
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Figura R25. La sobreexpresion de Tfcp2l1 puede replicar el efecto de la hipoxia en reprogramacion. A) Expresion
transcripcional de Tfcp2l1. A 4 dias postransduccion se recogieron muestras de todas las condiciones y se midieron los
niveles de ARNm de Tfcp2l1 mediante qRT-PCR. El resultado de expresion se relativizé a la media del control 4F de
normoxia B) Niumero de colonias GFP+. Se contaron las colonias GFP+ a 21 dias postransduccion en las diferentes
condiciones. C) Colonias iPSCs. MEFs-Nanog®""'RES-Pue transducidos con los factores indicados se seleccionaron para
la expresion de Nanog en todas las condiciones y se observaron al microscopio de fluorescencia a 21 dias
postransduccién. Para el andlisis estadistico en los niveles de ARNm se utilizé el test Anova (One way). En el analisis de
crecimiento se compararon todas las muestras entre si mediante el test multiple Anova. Las graficas muestran la media
de, al menos, 3 repeticiones independientes medidas por triplicado (*p<0,05; **p<0,01; ***<0,001). ND: no determinado.
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Figura R26. La reduccién de la expresion de Tfcp2l1 puede reducir el efecto de la hipoxia en reprogramacion. A)
Expresion transcripcional de Tfcp2l1. 4 dias postransduccién se recogieron muestras de todas las condiciones y se
midieron los niveles de ARNm de Tfcp2l1 mediante qRT-PCR. B) Nimero de colonias GFP+. Se contaron las colonias
GFP+ a 21 dias postransduccion en las diferentes condiciones. C) Colonias iPSCs. MEFs-Nanog® " 'RESPue transducidos
con los factores indicados y ARNsh se seleccionaron para la expresion de Nanog en todas las condiciones y se
observaron al microscopio de fluorescencia a 21 dias postransduccion. Para el andlisis estadistico en los niveles de
ARNmMm y de crecimiento se utiliz6 el test Anova (One way) y se eligi6 como condicion de referencia la muestra 4F-Sc de
normoxia. Las graficas muestran la media de, al menos, 3 repeticiones independientes medidas por triplicado (*p<0,05;
**p<0,01; ***<0,001).
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5.3. Meta-analisis de la expresion de Tfcp2l1l en reprogramacion

Por ultimo, estudiamos en iPSCs la expresion de genes que podrian intervenir en el proceso
de inmortalizacion celular. Para ello, realizamos un meta-andlisis en el que analizamos la
expresion de genes que previamente habiamos observado alterados por la hipoxia y por la
sobreexpresion de Tfcp2l1 en nuestro modelo de MEFs. Utilizamos datos de expresion de ARNm
generados por el grupo de investigacién del Dr. Shinya Yamanaka en experimentos de

reprogramacién con MEFs en condiciones similares a las de nuestros experimentos anteriores.

En primer lugar, comparamos la expresién de distintos genes en iPSCs generadas con un
tratamiento de hipoxia similar al de nuestro experimento anterior. MEFs infectados con los 4
factores de Yamanaka se expusieron a concentraciones del 1% y 5% O: durante 9 dias?0l,
Pudimos observar un incremento de Tfcp2l1 en ambas condiciones de hipoxia, siendo mayor a
5% de O2. En cambio, los efectores de la senescencia p21°, p16/Nk4a y Tp53 disminuian su
expresién con la reduccion de los niveles de oxigeno. Ademéas de esto, comprobamos la

sobreexpresion de Nanog en hipoxia, cuyo incremento era mayor al 1% Oz (Figura R27 A).

A continuacién, comparamos la expresion de estos genes en diferentes estadios de la
reprogramacion con mESCs y células somaticas sin reprogramar. Asi, observamos los niveles
de ARNm en MEFs a dias 2, 4, 8, 18 de reprogramacién y también en iPSCs consideradas
maduras. Tanto la expresion de Tfcp2l1 como de Nanog aumentaban a lo largo del proceso de
reprogramacion, encontrandose los niveles mas altos en iPSCs maduras. Estos niveles altos de
las iPSCs eran similares en mESCs. Sin embargo, la expresion de Tfcp2l1l y de Nanog era muy
reducida en las muestras de células somaticas sin reprogramar. De nuevo, encontramos una
correlacién negativa entre la expresion de Tfcp2l1l y de p21©irl y pl6/nk4a gl igual que en nuestro
modelo experimental de MEFs. Aunque los niveles de ARNm son altos en los primeros dias de
reprogramacion, se produce una caida de la expresion en las iPSCs maduras e igualmente en
MESCs, coincidiendo con los niveles mas altos de Tfcp2ll. Por ultimo, se observaron niveles
mas altos de Tp53 en iPSCs y mESCs que en los estadios intermedios de reprogramacion y que

en células somaticas sin reprogramar (Figura R27 B).
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Figura R27. La expresion de Tfcp2l1 correlaciona positivamente con Nanog y negativamente con efectores de la
senescencia en el proceso de reprogramacion y en hipoxia. A) Niveles de ARNm en iPSCs cultivadas en hipoxia
y normoxia. Se compard la expresion de Tfcp2ll con la de p21°F, p16'™42 Tp53 y Nanog en iPSCs cultivadas en
normoxia y a 5% y 1% de O2. B) Niveles de expresion durante el proceso de reprogramacion y en mESCs. Se
compararon niveles de ARNm de Tfcp2ll, Nanog, p21°Ft, p16'™“ y Tp53 en MEFs a los 2, 4, 8 y 18 dias de la
transduccion de OSKM, ademas de iPSCs maduras, mESCs y células sométicas sin reprogramar.
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Discusion

La senescencia celular es un estado celular complejo caracterizado por la parada
proliferativa y unas caracteristicas fenotipicas especificas. La senescencia puede ser inducida a
través de diferentes mecanismos intrinsecos y extrinsecos como el acortamiento telomérico y la
respuesta a dafio en el ADN, la deteccion de sefiales oncogénicas, el estrés oxidativo o el
tratamiento con terapias contra el cancer 34, La senescencia celular es necesaria en la regulacion
de diversos procesos fisiol6gicos como la supresion tumoral®®, el desarrollo de estructuras del
embrién, la cicatrizacién de tejidos y la reprogramacion celular implicada en la regeneracién
tisular’. Ademas, la aparicién de células senescentes correlaciona con el envejecimiento de los
tejidos y estad implicada en los efectos deletéreos de patologias asociadas a €l8. A pesar de la
relevancia fisiologica de la senescencia, se desconoce como la hipoxia, que es caracteristica de

todos los tejidos del organismo, afecta a su iniciacién y desarrollo.

Se ha descrito que la hipoxia puede prolongar la vida replicativa de células primarias?i-
174 Se ha sugerido que este aumento de la vida proliferativa puede ser debido a un efecto
pleiotrépico como consecuencia de la disminucion de mecanismos oxidativos!’3. Sin embargo,
nuestros resultados sugieren que se debe a la activacidon de genes especificos por parte de la
hipoxia, aunque no podemos descartar una participacién posterior de la oxidacion una vez
iniciado el proceso de senescencia celular. Cuando se mantienen los cultivos primarios de MEFs
en hipoxia, se activa Hif1a, el cual a su vez activa y mantiene elevados los niveles de expresion
de Tfcp2ll. Este se une a diversos promotores y enhancers a lo largo del genoma incluyendo
genes implicados en proliferacion, pluripotencia e inmortalizacién como Sox2, Sox9 o Tgfa. De
la misma manera, la expresion de Tfcp2l1 regularia también la eficiencia en la generacion de

células iPSCs a partir de MEFs.

En nuestro modelo elegimos una hipoxia del 3% de O ya que es representativa del nivel
medio de oxigeno de los tejidos humanos!®7:173. Y hemos comprobado la inmortalizacién de las
células en hipoxia cultivandolas hasta 6 meses, observando que los MEFs mantenian su
capacidad proliferativa sin variacion durante todo este tiempo. Los MEFs mantenidos siempre en
hipoxia desde su extraccién del embrion alcanzan la extensién de la vida proliferativa en un 100%
de los cultivos. De igual manera, el 100% de los cultivos generados en normoxia y que se
mantienen en normoxia entran en senescencia. Sin embargo, dependiendo del momento y
tiempo de exposiciébn a normoxia durante la generacion y cultivo de los MEFs, hay variabilidad
en la extensién de vida proliferativa (Figura R1 A). Esto puede indicar cierta estocasticidad en el
mecanismo molecular que define su entrada en senescencia o durante la inmortalizaciéon en
hipoxia, debido, probablemente, a variaciones transcripcionales que podrian definir el fenotipo

de inmortalizacién.

En las condiciones de cultivo mas homogéneas estudiamos los cambios fisiol6gicos que
producia la hipoxia en los fibroblastos primarios. Con la prolongacion de la vida replicativa, la
hipoxia también evit6 la aparicion de la morfologia tipica de senescencia y el incremento de la
actividad B-galactosidasa acida en las células. Ademas de esto, disminuy6 la expresiéon de los

CKls p21¢ir1, p15/NK4b y n1 GINK4a Estos frenos del ciclo celular se mantuvieron siempre en niveles

89



Discusion

de expresion significativamente menores en hipoxia respecto a normoxia, permitiendo la

proliferacion.

Ademas, observamos un aumento de la forma activa de p53, p-p53 (Serl5) junto con
altos niveles de la histona modificada pH2AX (Ser 139) en hipoxia respecto a normoxia. Se sabe
gue la hipoxia puede generar estrés replicativo en ausencia de dafio al ADN cuando los niveles
de oxigeno son muy bajos (0.01%). Esto supone un estimulo oncogénico que activa ATM, que
es capaz de fosforilar tanto p53 como la histona H2AX262-264269 En nuestros resultados,
observamos una sefializacién similar, por lo que creemos que también puede ocurrir cuando los
niveles de oxigeno son del 3%. Alternativamente, también se ha propuesto que el aumento de
pH2AX (Serl39) puede ser llevado a cabo por Hif1a en hipoxia, de manera independiente al
dafio en el ADN?70, Ademas, se ha visto que pH2AX favorece el papel oncogénico de HIF1a en
tumores de mama, suponiendo una ventaja adaptativa para el crecimiento del tumor, ya que
promueve la funcién de HIF1a como factor inductor de la glicolisis y la metastasis?’l. De este
modo, el aumento de pH2AX en hipoxia podria ser un efecto secundario de la accién de Hifla
en MEFs.

Como el aumento de pH2AX podria llevar a un aumento de activacion de p53,
estudiamos su sefializacién midiendo la expresién de sus dianas transcripcionales p21¢irt y
Bax?. Los niveles de ARNm de ambos genes disminuian con el tiempo y en el caso de p21¢irt,
los niveles de proteina también. Aunque Bax es una proteina proapoptoética, nos servia como
control de la actividad transcripcional de p53. De este modo, la sefializacion de p53 ante el estrés
detectado en hipoxia no desemboca en una respuesta de parada proliferativa ni la entrada en
senescencia. Por lo tanto, debe de existir un mecanismo que evita la senescencia inducida por
p53, a pesar de no disminuir los niveles de esta proteina o de reducir la sefializacion de estrés

celular que realiza pH2AX y que se deben, posiblemente, al exceso proliferativo.

En conjunto, apoyan la existencia de una respuesta adaptativa, como la referida por
Parrinello et al. 2003173, que permite la proliferacién de los MEFs en hipoxia a pesar de la
activacién de la via p53. Pensamos que la estocasticidad en el mecanismo molecular que define
la entrada en senescencia o bien la evasién de esta en hipoxia puede depender de la eficacia de
esta respuesta adaptativa. Sobre esta estocasticidad, tendria una gran influencia el momento de

la vida replicativa en que se inicie la exposicion a altos niveles de oxigeno y la duracion de esta.

Sin embargo, nuestros resultados difieren de los de Parrinello et al. 2003'7® en que
detectamos una reduccién de los CKls en los cultivos de hipoxia que, probablemente, permite la
extension de la vida proliferativa de las células. Si la inmortalizacion dependiese sélo del dafio
oxidativo acumulado (ROS producido), como se propone en su estudio, no se explica claramente
la inmortalizacién de un alto porcentaje de los cultivos de MEFs que estuvieron expuestos a
hipoxia s6lo 1 dia tras su explante antes de comenzar el experimento 3T3 en normoxia (Figura
R1).
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Es sabido que la acumulacién de dafio oxidativo induce senescencia celular. Esta alta
produccion de ROS se alcanza con el tiempo y debido al metabolismo oxidativo realizado en la
mitocondria que se agrava con el cumulo de mitocondrias disfuncionales en las células
senescentes, cuyo potencial de membrana alterado eleva la produccién de ROS3%. ROS
provoca darfio en el ADN que activa DDRYy, a largo plazo, la sobreexpresion de p21©rly |a parada

de ciclo celular e induccién de senescencial?. Todo esto puede ocurrir en normoxia.

Se ha propuesto que es la disminucién de ROS en hipoxia lo que mantiene la capacidad
proliferativa de los cultivos primarios inhibiendo su entrada en senescencial’®. Sin embargo,
nuestros datos sugieren que es la regulacion de un solo gen, Tfcp2ll, lo que promueve la
proliferacion ilimitada en hipoxia. Asi, la activacién de Tfcp2l1 en hipoxia mantendria la expresion
de genes relacionados con la pluripotencia promoviendo el mantenimiento de la capacidad
proliferativa e inhibiendo la expresién de CKls. En este sentido, la ausencia de ROS no seria el
desencadenante de la inmortalizacion durante la exposicion a hipoxia, aunque podria contribuir
en escenarios intermedios donde hemos encontrado variabilidad. Es mas, se ha demostrado que
ROS puede actuar en la sefializacion de hipoxia, manteniendo los niveles de HIF y estimulando
la malignidad tumoral?’2, De este modo, en hipoxia se activa y/o no se reduce la expresion de
Tfcp2l1 como adaptacion fisiolégica a esos niveles bajos de O: para mantener la capacidad

proliferativa.

Existen multiples evidencias de que la hipoxia contribuye a mantener el potencial
replicativo ilimitado. El embrién se desarrolla en un ambiente hipéxico y tanto las células madre
embrionarias como adultas residen en nichos cuyos niveles de oxigeno son incluso menores que
los del tejido donde se encuentrant®®1°l, Ademds, se ha demostrado que las condiciones de
hipoxia favorecen el mantenimiento de ESCs y células madre adultas en cultivo al estimular las
principales rutas moleculares de pluripotencia y autorrenovacion!®2, De este modo, es posible
pensar que la respuesta adaptativa que produce la hipoxia en cultivo esté relacionada con la
adquisicion de un perfil de expresion de genes de desdiferenciacion y relacionados con las
propiedades de células madre capaz de mantener un potencial replicativo ilimitado como el de

las células madre.

En nuestro trabajo, al comparar la capacidad proliferativa normal en hipoxia y hormoxia
de células al inicio del 3T3, y de células senescentes de normoxia y células que se mantenian
proliferativas en ese mismo punto en hipoxia, observamos sobreexpresion de un mayor niimero
genes de desdiferenciacidn/células madre en las muestras de hipoxia. Este grupo de genes
contenia genes de células indiferenciadas y genes relacionados con las propiedades de células
madre. En cambio, en las muestras de normoxia, predominé la sobreexpresién de genes de
diferenciacion. En la muestra de células inmortalizadas en hipoxia sélo encontramos
sobreexpresion de dos genes y ambos pertenecian a la categoria desdiferenciacion/células
madre. Estos genes fueron Rest y Tfcp2l1. Mientras que Rest tiene una funcién pleiotropica, al

estar relacionado con la activacion de microRNAs con multitud de dianas transcripcionales en el
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genoma?73274 Tfcp2ll tiene un papel mas especifico como regulador de la pluripotencia y la

capacidad de autorrenovacion en ESCs.

Tfcp2l1 es un factor de transcripcion que se expresa en ESCs27® y puede establecer y
mantener la pluripotencia, asi como promover la autorrenovacion en estas células, ademas de
ser capaz de reprogramarlas de un estado “primed” a un estado “néive” 265266, Para llevar a cabo
estas funciones, Tfcp2l1l puede unirse a otros factores de transcripciéon como Oct3/4, Sox2 y
Nanog?’® o la proteina demetiladora Tet2?77 y acudir a promotores y enhancers de genes como

Oct3/4, Nanog, Esrrb y Klf4 para promover su expresién?’e,

Ante los resultados obtenidos con el array de gPCR y la funcién de Tfcp2l1 como
regulador central de la pluripotencia, estudiamos la expresién de otros genes relacionados con
las propiedades de células madre. Observamos sobreexpresiéon de los factores de Yamanaka
Oct3/4, Sox2 y KIf4, ademas de Nanog en hipoxia. Esto supone la activacién del nucleo de
pluripotencia, necesario para el establecimiento y mantenimiento de esta tanto en ESCs como
en iPSCs192197.1%8  Mientras que los niveles de c-Myc disminuian en normoxia al entrar en
senescencia?’”® en hipoxia se mantenian a lo largo del experimento 3T3. c-Myc es un
protooncogén que regula el ciclo celular y la autorrenovacion y tiene un papel importante en el
establecimiento de la pluripotencia durante la reprogramacion?8, por tanto, su expresion en
MEFs cultivados en hipoxia puede ser relevante para prolongar la vida proliferativa. En el caso
de Bmil, se sabe que es parte del PcG, se activa en hipoxia en CSCs y puede reprimir la
expresion del locus INK4a/Arf permitiendo la proliferacion39170, KIf2 y KIf4, también
sobreexpresados en hipoxia, participan en la ruta de sefalizacion de Tfcp2ll y tienen funcién
relevante en el establecimiento y mantenimiento de la pluripotencia?®l. Por ultimo, también se
encontraron mayores niveles de Sox9 en hipoxia, el cual activa la proliferacién y se expresa en
células madre de tejido adulto?82, En conjunto, la sobreexpresion de estos genes relacionados
con las propiedades de células madre y la reprogramacion celular pueden estimular la

proliferacion de los MEFs en hipoxia.

Por otro lado, la disminucion de la expresion de Tfcp2ll por shARN contra su ARNm
induce la parada proliferativa de las células tanto en hipoxia como en normoxia. Esto sugiere que
los niveles de Tfcp2l1 son esenciales para la proliferacién celular, independientemente de las
condiciones de oxigeno. En ambos casos, la parada proliferativa fue acompafiada de un fenotipo
senescente con alta actividad B-galactosidasa acida y la expresién de p16'Nk4a en los MEFs con
bajos niveles de Tfcp2l1l. Sin embargo, no observamos cambios en la expresién de los factores
de Yamanaka y Nanog en MEFs con bajo Tfcp2l1. Esto podria indicar que la bajada brusca de
Tfcp2ll influencia principalmente los niveles de CKIs produciendo un freno proliferativo brusco
con entrada en senescencia celular, a pesar de mantenerse altos los niveles de genes de
pluripotencia. Por otro lado, la expresion ectopica de altos niveles de Tfcp2l1 (méas de 100 veces
los valores medios obtenidos de manera natural en hipoxia) también condujo a la induccién de
senescencia celular en los fibroblastos. La parada proliferativa, acompafiada de alta actividad B-

galactosidasa &cida y sobreexpresion de los CKIs, p21©rl y pl6'NK4a se observaron al
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sobreexpresar Tfcp2l1 en ambas condiciones, en normoxia, y también en hipoxia. Estos datos
parecen indicar una funcién dual en la fisiologia celular por parte de Tfcp2I1. Por un lado, inducir
las propiedades relacionadas con las células madre aumentando factores como Klif4, Sox2,

Nanog, Oct3/4 o c-Myc, y por otro, regulando los frenos proliferativos a nivel de CKis.

Existen multiples evidencias de la regulacion de CKls por parte de los factores que
regulan la pluripotencia y las propiedades de las células madre. Bmil es un componente principal
del PcG que reprime la expresion del locus INK4a/ARF y promueve la autorrenovaciéon en
distintos tipos de células madre, asi como la proliferacién en células tumorales y CSCs283, Se ha
sugerido que SOX9 puede promover la proliferacion de células tumorales mediante la activacion
de BMI1 y la inhibicién de p21crl 284 Ademads, se ha demostrado que la expresién de Sox2 en
células de tumor de pancreas promueve la proliferacién mediante la inhibicion de p21¢l y p27Xiel
285 Por otro lado, Oct3/4 puede inhibir p21¢rl en ESCs y células madre mesenquimales,
permitiendo la autorrenovacion de estas células?86287, Aunque no hemos encontrado picos de
ChIP-Seq con significacion estadistica que evidencien la unién de Tfcp2I1 a regiones reguladoras
asociadas a Bmil u Oct3/4 en el ADN, no podemos descartar la presencia de picos menos
notables o la induccién de su expresion de manera indirecta. La activacion de Sox2 y Sox9 por
parte de Tfcp2l1l en MEFs en hipoxia podria poner en marcha algunos de estos mecanismos, ya

sea de manera directa, o indirecta por la activaciéon del niicleo de pluripotencial®s.

Por otro lado, si Tfcp2l1 regula la proliferacién puede que niveles demasiado altos de su
expresién impliquen un estimulo hiperproliferativo que la célula detecte como nocivo, de manera
similar a lo que ocurre en la induccién de senescencia por oncogenes. Del mismo modo, también
cabe pensar que si Tfcp2l1 regula la sefializacién de genes relacionados con las propiedades de
células madre (entre ellos el nicleo de pluripotencia Sox2, Oct3/4, Nanog, ademés de Klf4 y
otros genes relevantes) un exceso de su expresion pueda provocar un estrés similar al de la
senescencia inducida por reprogramacion (RIS) ya que ésta es capaz de activar las principales
vias efectoras de la senescencia (p53, pl16'NK4a p21Crl DDR y remodelacién del locus
INK4a/Arf)205.206 | as células en las que indujimos la sobreexpresién de Tfcp2ll expresaban
niveles mas elevados de Oct3/4, Sox2, KIf4 y Nanog que las células control en normoxia.
También observamos niveles elevados de los genes Esrrb, Tbx3 y KIf2 que estan descritos como
parte de la ruta de sefializacion de Tfcp2ll en ESCs y que contribuyen a la pluripotencia y
mantenimiento de la autorrenovacion en estas células?6%266, Ademas, observamaos un incremento
de la expresion de los genes Hesl y Heyl, que forman parte de la ruta de sefializacién de Notch

y cuya expresion es regulada por Tfcp2l1 en el desarrollo del tubo colector del rifion267.

Para reproducir en MEFs cultivados exclusivamente en hormoxia la extension de la vida
proliferativa observada en hipoxia, reprodujimos los niveles transcripcionales de Tfcp2ll1
alcanzados en 3% O3. Para alcanzar estos niveles de expresion fisioldégicos, empleamos un
sistema de expresion inducible sensible a doxiciclina. S6lo una concentracion intermedia de
doxiciclina (500 ng/ul) logré incrementar la proliferacion de los MEFs en normoxia. También

observamos un incremento de la expresion de los factores de Yamanaka en los MEFs cultivados
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con esta concentracion de doxiciclina en los dias 3 y 6, que se correspondia con los dias de
induccion de la expresion de Tfcp2l1l. También observamos sobreexpresion de Bmil y KIf2 en
estos dias. Y de Sox9 algo mas tardia en el tiempo. En cuanto a los componentes de la ruta de
sefializacion de Tfcp2l1, pudimos observar un aumento de los niveles de ARNm de Stat3 en los
dias 3y 9, posiblemente por retroalimentacién ya que Stat3 activa la transcripcién de Tfcp2l1 tras
la sefializacion de Lif en ESCs255, La expresion de Thx3 también aumentd del mismo modo y la

de Gbx2, aunque mas tarde en el tiempo.

En paralelo observamos una disminucién de p16'Nk4a g dia 15 en MEFs cultivados con
500 ng/ul de doxiciclina. Sin embargo, observamos un ligero aumento de expresion con el tiempo
en p21¢rl al igual que Bax, indicando la posible existencia de estrés en las células de cultivo y
la activacion de la via de sefializacion de p53. Es posible que este estrés proceda de la seleccién
de los fibroblastos primarios transducidos con los 2 vectores que forman el sistema de expresion
inducible por doxiciclina.

En conjunto, nuestros datos sugieren que soélo los niveles de Tfcp2ll similares a los
fisioldgicos producidos por la hipoxia son capaces de facilitar la inmortalizaciéon. Como primera
evidencia, mostramos que se produce una induccién de senescencia cuando se sobreexpresan
niveles altos de Tfcp2ll respecto a los promovidos por la hipoxia. También debe tenerse en
cuenta la sobreexpresion de genes relacionados con Tfcp2ll, que sélo se produjo cuando el
cultivo era suplementado con niveles medios de doxiciclina, induciendo niveles moderados de
sobreexpresion de Tfcp2ll y se confirmd con un nimero elevado de genes de pluripotencia. Por
Gltimo, como evidencia adicional, se sabe que sélo cuando los niveles de Tfcp2l1l son similares
a los inducidos por Lif en el cultivo de ESCs, se consigue replicar su efecto sobre la pluripotencia
y la autorrenovacion en estas células?%®. De una manera similar sucede para el factor de nacleo
de pluripotencia Oct3/4. En su caso, niveles muy altos, o muy bajos de expresién dan lugar a
diferenciacion de las ESCs!92, Esto es indicativo de que la expresion de Tfcp2ll es fielmente
regulada en las células ya que niveles por encima o por debajo de los fisioldgicos no promueven
la autorrenovacion celular. Niveles de Tfcp2ll fuera de la ventana fisioldgica podrian inducir

senescencia celular como consecuencia de su ausencia o bien de efecto de OIS.
Activacion de la expresion de Tfcp2l1 inducida por la hipoxia

En primer lugar, simulamos hipoxia en normoxia utilizando un inhibidor de las PHDs,
impidiendo la degradacion de las proteinas Hifa y bservamos un aumento de Tfcp2ll. Esto
sugiere que Tfcp2l1 puede ser diana transcripcional de alguna de las isoformas de Hifa. En estas
condiciones, con la inhibicion quimica de las PHDs, observamos un aumento de los niveles de
ARNmM de Oct3/4, Sox2 y Klf4 al igual que en MEFs en hipoxia.

Ya que la expresion de Tfcp2l1 aumenta con la inhibicion de las PHDs, utilizamos un
mutante de activacién constitutiva de Hif-1a, que expresamos ectdépicamente en MEFs, para ver
si la activacidn era regulada por esta proteina. La expresion de Hiflta en normoxia provocé la

parada proliferativa de las células. Se sabe que Hifla puede provocar senescencia a través de

94



Discusion

p21C¢irt, p27Kiel |a inhibicion de CDC25A o el SASP183-187, En nuestros experimentos, la parada
de la proliferacion fue acomparfiada de un fenotipo senescente con alta actividad 3-galactosidasa

acida, cambio morfol6gico y expresion elevada de p21Cel y p16'Nk4a,

Con la expresion ectdpica del mutante de activacion constitutiva de Hif1a observamos el
aumento de Tfcp2l1 en ARNm y proteina, asi como un aumento de expresion de Oct3/4, K4 y
c-Myc coincidiendo con el aumento de Tfcp2l1. Ademas, se produjo la activacion de la expresién
de algunos de los componentes de la ruta de sefializacion de Tfcpl21 como Esrrb, Tbx3, Gbx2 y
Stat3. Por tanto, Hif1a activa directa o indirectamente la expresion de Tfcp2ll y de genes

activados en MEFs cultivados en hipoxia.

Ante estas evidencias, para observar si habia un efecto transcripcional directo sobre
Tfcp2l1, decidimos estudiar la probabilidad de que Hif1a se uniera a una regién reguladora
cercana a Tfcp2ll en el ADN. Tfcp2ll comparte un TAD con Gli2, otro gen importante en
desarrollo. Sin embargo, esta region se divide en 2 subTADs diferentes y Tfcp2l1 ocupa uno solo
de ellos. Localizamos las posibles regiones reguladoras utilizando datos publicos de ChiP-Seq
de modificaciones de histona para identificar posibles enhancers y promotores activos?%°. Por
ultimo, estudiamos la presencia de los motivos de union por los que Hifta se une al ADN y
encontramos una alta probabilidad de unién de Hifla a un enhancer activo perteneciente al
SubTAD de Tfcp2l1.

Por lo tanto, el aumento de la expresion de Tfcp2l1l en hipoxia es, probablemente,
causado por Hif1a y es responsable del incremento de la vida proliferativa y escape de la

senescencia en MEFs.
Dianas transcripcionales de Tfcp2l1 en hipoxia

Para conocer las dianas transcripcionales a través de las que Tfcp2l1 contribuye a este
efecto fisiol6gico de la hipoxia, realizamos ChIP-Seq en una muestra senescente de normoxia
(Sen) y una muestra de hipoxia que habia prolongado su capacidad proliferativa y que
consideramos inmortalizada (Inm). De este modo, pudimos comparar la actividad diferencial de
Tfcp2l1 como factor de transcripcion en los estados proliferativo (Inm) y no proliferativo (Sen) que

se alcanzan en las dos condiciones de oxigeno durante nuestro experimento 3T3.

En los resultados de secuenciacion encontramos una alta sefial comun a las dos
muestras. Esto podria indicar que Tfcp2ll tiene una actividad basal sobre dianas comunes en

las dos condiciones de oxigeno y en ambos estados proliferativos de las células.

El motivo de union al ADN descrito para Tfcp2l1l se encuentra enriquecido en el grupo
de picos comunes a las dos muestras (Com) y también en la muestra de células inmortalizadas
en hipoxia (Inm). Esto sirve como evidencia de la especificidad de los resultados, aunque no
excluye la posibilidad de unién al ADN mediante motivos de union alternativos no descritos o
mediante la unioén a otros factores de transcripcion. Esto es lo que podria ocurrir en la muestra

senescente (Sen). Ademas, encontramos enriquecidos los motivos de union descritos para Hif13
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y Hif2a en los picos comunes (Com). Esto podria indicar una posible cooperacion entre los
factores de respuesta a hipoxia y Tfcp2ll para unirse a dianas comunes, aunque serian

necesarios estudios adicionales sobre esta interaccion para generar evidencias al respecto.

Tfcp2ll se une a un mayor nimero de secuencias asociadas a genes en la muestra de
células inmortalizadas en hipoxia (Inm). Esto coincide con la mayor expresion de Tfcp2I1 en estas
muestras respecto a las de normoxia. De este modo, la hipoxia estimula no solo la expresion de
Tfcp2ll, sino también su actividad de union al ADN y, probablemente, su actividad como factor
de transcripcion. El nimero de picos especificos de la muestra senescente de normoxia (Sen)
fue similar al nimero de picos comunes (Com) asociados a genes, 236 y 249, respectivamente,

2,5 veces menor que en la muestra inmortalizada de hipoxia (Inm).

Entre los genes a los que se asociaban los picos comunes de ambas muestras (Com)
destacan aquellos que codifican para componentes de la ruta de sefializacion de Notch (Axin2,
Hes7, Hey2). Esta ruta ha sido descrita como diana transcripcional de Tfcp2l1 en su funcién de
regulacién del desarrollo del tdbulo colector del rifion?6?. Ademas, hemos observado
sobreexpresion de algunos de los componentes de esta ruta con la expresion ectopica de
Tfcp2ll. Por tanto, puede que Tfcp2ll regule esta ruta de sefializacion en ambas condiciones de

oxigeno, pero que esto no sea suficiente para evadir la senescencia en normoxia.

Hemos sefialado como ejemplos representativos de los picos asociados a genes en la
muestra senescente (Sen) a dos dianas descritas de Tfcp2l1, Gbx2 y Tet2. En el caso de Gbx2,
observamos una sobreexpresion en hipoxia en MEFs. Por eso, es necesario tener en cuenta la
posible funcion de Tfcp2l1 también como factor represor de la transcripcion que ha sido descrita
previamente265, Algo similar puede ocurrir en el caso de Tet2, que ha sido descrito previamente
como diana transcripcional de Tfcp2l1. Tet2 es una proteina demetiladora que puede unirse a
Tfcp2I1 para aumentar la accesibilidad de los promotores de Nanog y Klf4, promoviendo la
pluripotencia y facilitando la reprogramacion?’’. Es posible que Tfcp2l1 actle como represor en
normoxia, disminuyendo la expresion de Tet2 y evitando la accesibilidad a los promotores de

estos genes que se expresan menos en hormoxia que en hipoxia.

En el caso de los picos mostrados de la muestra de hipoxia, tienen especial relevancia
como diana de Tfcp2I1 los genes de proliferacion. Thx6 tiene funcién en desarrollo y es similar
en funcién y estructura a Tbx3, que forma parte de la ruta de sefalizacion de Tfcp2ll que
mantiene la autorrenovacion y la pluripotencia en ESCs. Ademas, Thx6 puede actuar junto con
Sox2 para unirse a enhacers en el desarrollo neural?®®, Sox5 forma parte de la familia Sox y esta
involucrado en el desarrollo del embrién, ademas esta descrito que puede unirse a Sox9 para
actuar en conjunto sobre regiones reguladoras?®. En el caso de 1I12-1121, seria necesario un
estudio en mas profundidad de la regién reguladora que ocupa el pico de Tfcp2I1 para determinar
si puede encargarse de la regulacion de una de las 2 interleuquinas o de ambas al ocupar este
sitio del genoma.
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Al estudiar los términos GO (Biological Process) en ambas muestras encontramos gran
variedad de términos en los resultados. El enriquecimiento en estos términos fue mucho mas
bajo en la muestra senescente (Sen). Sin embargo, fue mucho mas significativo en la muestra
inmortalizada en hipoxia (Inm). Aunque en ambos casos encontramos procesos tales como
“Desarrollo y difrenciacion”, “Metabolismo” o “Sefalizacion” representados entre los términos
ontoldgicos, estos hacian referencias a procesos muy diversos dificiles de relacionar entre si en
cada categoria. Sin embargo, encontramos entre los términos mas enriquecidos de la muestra
inmortalizada en hipoxia (Inm) 3 términos referentes a la regulacion de la proliferacién y cuyo
“gene ratio” era alto. Al englobarlos en una categoria unica a la que denominamos “proliferacion”
sumaban 46 genes, suponiendo casi la mitad (45,5%) de los genes estudiados en los 20 términos

mas representativos.

La union de Tfcp2ll a estos genes implicados en la regulacién de la proliferacién es
especifica de la muestra inmortalizada (Inm) como pudimos comprobar en el perfil promedio de
union de Tfcp2ll a estos genes. Todo esto sugiere que la hipoxia no sélo aumenta la expresion
de Tfcp2ll, sino que también promueve la proliferacion a través de la unién de Tfcp2ll a este
conjunto de genes. Entre los 46 genes asociados a estos términos ontolégicos destacamos Il1b,
112, KIf10, Pdgfra, Rgcc, Sox2, Sox9, Sox11, Tdgfl y Tgfa. La regulacion transcripcional de estos
genes por parte de Tfcp2l1l explica su funcién en el incremento proliferativo de hipoxia y el
aumento de la vida proliferativa, asi como la adquisicion de un perfil de expresion de genes

relacionados con las propiedades de células madre.

Las muestras de hipoxia de nuestro experimento 3T3 sobreexpresan Tgfa, Sox2 y Sox9
en hipoxia al inicio y al final del experimento 3T3. Esto junto a la validacion de la unién de Tfcp2I1
a los sitios del ADN donde se localizan sus picos asociados, sugiere que Tfcp2l1l promueve su
transcripcion de forma directa. Esto explica, funcionalmente, el papel causal de Tfcp2I1 en el
efecto fisiolégico de la hipoxia en MEFs. Tfcp2ll incrementa la expresion de Tgfa, que es un
factor de crecimiento que activa las rutas de proliferaciéon en la célula?®®. Ademas, Tfcp2l1
aumenta la expresién de Sox2 que forma parte del nlcleo de pluripotencial®® y de Sox9 que
participa en el mantenimiento de la pluripotencia al expresarse en células madre de tejido
adulto?®2,

Tfcp2ll en reprogramacion celular

Tfcp2ll es el responsable del incremento de la proliferacion en MEFs en hipoxia que
produce un aumento de la expresion de genes relacionados con las propiedades de células
madre y va acompafiado de la disminucién de la expresion de CKls. Estos son eventos
necesarios para la reprogramacion celular ya que con ella se consigue la pluripotencia y la
senescencia es una barrera que puede impedirlo198:205208  De este modo, nuestros resultados
apoyan la hipétesis de que Tfcp2l1l puede ser responsable del efecto de aumento de la eficiencia

de la reprogramacion descrito previamente en hipoxia?°?.
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La expresion ectopica de Tfcp2ll incrementa el nimero de colonias iPSCs Nanog-GFP*
en MEFs-Nanog-GFP transducidos con los 4 factores de Yamanaka, al igual que lo hace la
exposicion a hipoxia en estas células. Ademas, la expresién de shARN contra el ARNm de
Tfcp2I1 consigue disminuir el nimero de colonias iPSCs Nanog-GFP*. Esto sucede tanto en
normoxia como en hipoxia. Sin embargo, al producirse un mayor niimero de colonias iPSCs en
hipoxia, los MEFs-4F-Sh reducen su nimero de colonias hasta ser similares a los del control de
normoxia. Con ello, demostramos que la expresiéon de Tfcp2l1l es necesaria para el incremento
de eficiencia en la generacion de iPSCs. Este efecto de shARNs contra Tfcp2ll es similar al
observado en MEFs durante el experimento 3T3 en normoxia e hipoxia. La expresion de Tfcp2I1,

necesaria para la proliferacion, incrementa la capacidad de reprogramacion celular.

Mediante el meta-andlisis de datos generados por el laboratorio del Dr. Shinya
Yamanaka, pudimos comprobar que la expresion de Tfcp2l1 y Nanog aumentaban en hipoxia al
5% y al 1% y que los CKls, p16'NK4a y p21Cpl  disminuian en estas condiciones, al igual que en
nuestro experimento de extension de vida proliferativa en hipoxia. Esto supone una evidencia
indirecta del incremento de expresién de Tfcp2l1 en hipoxia en el contexto de la reprogramacion,

en el que es necesario evitar la senescencia, al igual que en el proceso de inmortalizacién.

Obtuvimos evidencias adicionales de la expresion de Tfcp2l1 en reprogramacion cuando
analizamos su expresién en estadios intermedios del proceso de reprogramacion. En estas
muestras, la expresion de Tfcp2l1l aumentaba con el tiempo al igual que la expresiéon de Nanog,
lo que revela su importancia en el establecimiento de la pluripotencia. Pudimos comparar también
esta expresion con la de mESCs, en la que ambos genes tenian una expresion similar a la de
iPSCs. Por eso, es posible que Tfcp2l1 sea relevante en el establecimiento y mantenimiento de

la pluripotencia en iPSCs, al igual que en mMESCs?%5266 ademas de favorecer la proliferacion.

Del mismo modo que en el andlisis anterior, comprobamos la disminucién de expresion
de p21Crl y p16'NK4a durante la reprogramacion, cuyos niveles finales coincidian con los de
MESCs. De nuevo, los niveles de Tfcp2I1 coinciden con niveles bajos de los CKls. No sucede lo
mismo en este caso con la expresion de Tp53, que es mayor en iPSCs y en mESCs que en los
estadios intermedios de la reprogramacion y en células somaticas. Esto sugiere que la expresién

de Tfcp2ll no es incompatible con la expresion transcripcional de Tp53.

En resumen, nuestro trabajo muestra como la hipoxia, a través de la activacion
transcripcional de Tfcp2ll, consigue aumentar la vida replicativa de MEFs. Esto se produce a
través de la union de Tfcp2ll al ADN en regiones reguladoras de genes implicados en la
proliferacion como Sox2, Sox9y Tgfa, que también incrementan su expresion en hipoxia. Algunos
de estos genes estan relacionados con las propiedades de células madre o son genes implicados
en pluripotencia. De este modo, Tfcp2l1 también es responsable del aumento de eficiencia de la
reprogramacion celular en hipoxia. Los niveles de expresion de Tfcp2ll estan finamente
regulados en la célula, ya que un incremento excesivo de estos provoca la entrada en
senescencia de un modo similar a como se produce en OIS. Asi, los niveles fisiologicos de

Tfcp2ll alcanzados en hipoxia son suficientes para promover la proliferacion y la expresion de
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genes relacionados con las propiedades de células madre sin suponer un estrés de
hiperproliferacion. Este incremento de la expresion es llevado a cabo, muy probablemente, por
la unién de Hifla a un enhancer cercano a Tfcp2l1 en el ADN. Todo esto supone que la activacion
de Tfcp2ll por la hipoxia podria ser relevante en la inmortalizacion previa a la transformacion
maligna, facilitando la tumorigénesis. Ademas, en el microambiente tumoral, que es hipéxico, la
expresion de Tfcp2ll podria favorecer la aparicion de CSCs al favorecer la pluripotencia y, por
tanto, la desdiferenciacion celular.
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La vida proliferativa de MEFs cultivados exclusivamente en hipoxia (3% O2) se prolonga
de manera ilimitada, mientras que aquellos cultivados en normoxia (20% O2) entran en

senescencia replicativa.

La hipoxia provoca la evasién de la senescencia en MEFs disminuyendo, en
comparacion con los MEFs de normoxia, la actividad B-galactosidasa acida, la expresién
de p21Cirl p15NK4b y p1@NK4a v produciendo signos de estrés proliferativo con un
aumento de p-H2AX (Serl39) y p-p53 (Serl5) que no conducen a la parada proliferativa
via p53.

La hipoxia promueve en MEFs la expresion de genes de desdiferenciacion y genes
relacionados con las propiedades de células madre entre los que destacan Tfcp2l1,
Oct3/4, Sox2, Sox9, KIf4, KIf2, cMyc y Bmil.

La expresiéon ectopica a niveles suprafisiolégicos o la reduccion de los niveles de
expresion de Tfcp2ll provoca la entrada en senescencia de MEFs en cultivos en

normoxia e hipoxia.

Solo la expresion ectdpica de Tfcp2l1 a niveles similares a los fisiolégicos inducidos por
la hipoxia logra un incremento de la vida proliferativa de MEFs en normoxia con

variaciones en la expresién de genes semejantes a las provocadas por la hipoxia.

La activacién constitutiva de Hifla en normoxia induce, directa o indirectamente, la

expresion de Tfcp2ll.

La hipoxia promueve la actividad de Tfcp2l1 como factor de transcripcién, que se une a
un mayor namero de zonas del ADN asociadas a genes en MEFs inmortalizados en

hipoxia en comparacién con MEFs senescentes de normoxia.

En MEFs inmortalizados por la hipoxia, Tfcp2l1 se une a zonas del ADN asociadas a
genes reguladores de la proliferacion que, en muchos casos, también estan relacionados
con las propiedades de células madre y que se sobreexpresan en hipoxia, como son
Sox2, Sox9y Tgfa

La expresion de Tfcp2ll aumenta la reprogramacion celular y la disminuciéon de su

expresion mediante shARNs especificos reduce el incremento de eficiencia de

reprogramacion causado por la hipoxia.
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Conclusions

The lifespan of MEFs can be extended indefinitely when they are cultured only under
hypoxic conditions (3% O2). However, MEFs cultured only under normoxic conditions

(20% O32) undergo replicative senescence.

Hypoxia induces senescence bypass in MEFs with a decrease in acid 3-galactosidase
activity and in the expression of p21¢ir1 p15NK4b and p16™NK4a compared to MEFs cultured
in normoxia. This produces proliferative stress with increased levels of p-H2AX (Ser139)

and p-p53 (Serl5), but without p53-proliferative arrest.

Hypoxia promotes in MEFs the expression of dedifferentiation and stem-related genes
like Tfcp2l1, Oct3/4, Sox2, Sox9, KIf4, KIf2, c-Myc and Bmil.

The ectopic expression of supraphysiological levels or the downregulation of the
expression levels of Tfcp2l1 induces senescence in MEFs cultured under hypoxic and

normoxic conditions.

Only the ectopic induction of expression levels of Tfcp2I1 similar to those promoted by
hypoxia can produce an increase in the lifespan of MEFs in normoxia with changes in

gene expression similar to those induced by hypoxia.

The constitutive activation of Hif1a in normoxia induces, either directly or indirectly, the

expression of Tfcp2I1.

Hypoxia promotes the activity of Tfcp2I1 as a transcription factor, which binds to a higher
number of DNA regions associated to genes in MEFs immortalized in hypoxia compared

to senescent MEFs cultured in normoxia.

In MEFs immortalized in hypoxia, Tfcp2l1 binds to DNA regions associated with genes
involved in the regulation of proliferation which, in many cases, are also related to stem

cells properties, like Sox2, Sox9 or Tgfa. These genes are overexpressed in hypoxia.

The expression of Tfcp2ll increases cellular reprogramming and its downregulation by

specific sShRNAs reduces the increase of reprogramming efficiency caused by hypoxia.
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