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Resumen

El cisplatino, como otros farmacos basados en platino, se encuentra entre los
compuestos mas usados en las quimioterapias contra distintos tipos de canceres. Entre
sus multiples efectos, el cisplatino se une al ADN generando una gran variedad de
lesiones que provocan, en ultima instancia, la muerte celular. Algunas de estas
lesiones, en concreto las roturas de doble cadena, pueden ser reparadas por
recombinacién homdloga o por unién de extremos no homdlogos, provocando
resistencias al farmaco. Uno de los principales intervinientes en la reparacién de las
roturas de doble cadena es el complejo MRN (MRE11, RAD50 y NBS1), esencial para la
identificacidn de las roturas, el reclutamiento de diversos factores de sefializacién vy el
procesamiento, todo ello encaminado a la reparacion de las mismas. El complejo MRN
también interviene en otros procesos, como la reparacion del ADN tras la formacién
de aductos o tras el colapso de horquillas de replicacion. Dado su papel en el
mantenimiento de la estabilidad del genoma, los defectos en los componentes del
complejo MRN se han asociado con enfermedades como el cancer.

La ubicuitilacion de proteinas es una modificacién post-traduccional que
desempeiia importantes funciones en la célula: desde la degradacion de proteinas via
proteasoma o lisosoma, hasta la modificacion de la localizacidn de proteinas concretas
o participando en procesos de seializacidn. La ubicuitilacién de las proteinas tiene un
papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis celular. Por ello, las alteraciones
en la ubicuitilacion de determinadas proteinas pueden contribuir a la transformacion
tumoral. En el proceso de ubicuitilacion intervienen distintas enzimas, entre las que
destaca la ligasa de ubicuitina, por ser la encargada del reconocimiento del sustrato. La
ligasa de ubicuitina SCF esta formada por una serie de subunidades entre las que se
encuentran las proteinas F-box, cuyo papel es identificar a los sustratos especificos de
esta ligasa. Dos de las proteinas F-box mds destacadas de SCF son BTrCP y FBXW7.
Ambas son responsables de la ubicuitilacion de una gran variedad de sustratos
implicados en multiples procesos celulares, y tanto estos como dichas proteinas F-box
se han relacionado con diferentes aspectos de la transformacion tumoral.

En esta Tesis nos hemos centrado en el estudio del complejo MRN como potencial
sustrato de SCF(BTrCP/FBXW?7). En el laboratorio se habia realizado un estudio de las
proteinas que interaccionaban con BTrCP y FBXW7 mediante espectrometria de
masas, y entre ellas estaban algunos de los componentes del complejo MRN. Ahora
hemos podido confirmar que existe una asociacion in vivo entre estas proteinas F-box
y el complejo MRN en el nucleo de las células de mamifero. Ademas, tanto SCF(3TrCP)
como SCF(FBXW7) son capaces de ubicuitilar in vitro e in vivo ciertos componentes del
complejo, por lo que este es sustratos de ambas ligasas de ubicuitina. La asociacién
entre BTrCP y MRN ocurre a través de MRE11, que es la diana in vivo de esta proteina
F-box, y esta regulada por las quinasas p70S6K y GSK3. Esta ultima quinasa también
interviene en la asociacién de FBXW7 con el complejo MRN.



Resumen

Profundizando en el papel fisiolégico de las asociaciones entre estas proteinas F-
box y el complejo MRN, pusimos de manifiesto que BTrCP estimula la localizacién de
los componentes del complejo en la cromatina, aunque se requieren mas estudios
para conocer la relevancia de estos resultados. Por su parte, la interaccién entre
FBXW7 y el complejo MRN induce la degradacién del mismo por la via de la
autofagia/lisosoma. La ubicuitilacién llevada a cabo por SCF(FBXW7) permite que el
complejo MRN se asocie con los mediadores del flujo autofagico, p62 y LC3, en el
nucleo de la célula para, posteriormente, trasladarse a los lisosomas, donde se llevard
a cabo su degradacion. Este proceso se potencia cuando la célula entra en apoptosis
derivada del tratamiento con agentes genotodxicos.

Por ultimo, a raiz de los ensayos que realizamos estudiando el comportamiento del
complejo MRN en respuesta a cisplatino, observamos en varias lineas celulares que el
tratamiento con dosis subletales de cisplatino provocaba su entrada en senescencia.
Sin embargo, en las lineas celulares equivalentes que sobreexpresaban ATrCP se
producia muerte celular, mostrando ademas unos niveles de p21 CIP1 inferiores a los
de las correspondientes lineas silvestres. En la Tesis discutimos las implicaciones
derivadas de todos estos resultados.
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Introduccion

1. El cdncer: un problema global

Bajo el término “cdncer” se engloban un grupo amplio de enfermedades
heterogéneas caracterizadas principalmente por wuna proliferacion celular
descontrolada que provoca la apariciéon de una masa anormal de células denominada
tumor, con capacidad de invasién y reproducciéon en otros tejidos (metdstasis). Los
canceres hematoldgicos constituyen una excepcion a esta definicion, ya que en ellos
las células cancerosas se multiplican y diseminan por los sistemas sanguineo y linfatico,
asi como en la médula 6sea (Pérez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015). El cancer se
sita como una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo.
Segun la Agencia Internacional para la Investigaciéon en Cdncer, perteneciente a la
Organizacion Mundial de la Salud, se ha estimado que sélo en el afio 2020 se
produjeron alrededor de 19,3 millones de nuevos casos de cdncer en el mundo.
Actualmente, el cancer de mama se sitlua como el tipo de cancer mds cominmente
diagnosticado, con una estimaciéon de 2,3 millones de nuevos casos anuales, lo que
supone un 11,7% del total. Le siguen el cadncer de pulmén (11,4%), colorrectal (10%),
de préstata (7,3%) y de estdmago (5,6%). En lo relativo a la mortalidad, se produjeron
casi 10 millones de decesos a causa de esta enfermedad, destacando los derivados del
cancer de pulmon, alrededor de 1,8 millones (18%), seguidos por el colorrectal (9,4%),
de higado (8,3%), de estomago (7,7%) y de mama (6,9%) (Sung et al, 2021).

De acuerdo con las tendencias actuales, se espera que el cdncer supere a las
enfermedades cardiovasculares como la principal causa de muerte prematura en la
mayoria de los paises a lo largo de este siglo (Bray et al, 2021). De hecho, se estima
que para 2040 se alcanzaran 28,4 millones de nuevos casos, lo que supone un
incremento del 47% respecto a las cifras actuales. Esta tendencia al alza en los casos,
que trae consigo también un incremento en la mortalidad, refleja en gran medida la
tendencia de la poblacién mundial al crecimiento y al envejecimiento, como resultado
del aumento en la esperanza de vida, asi como cambios en la prevalencia y distribucién
de los principales factores de riesgo vinculados a la aparicion de la enfermedad.
Algunos de ellos, ademads, estan asociados al desarrollo socioeconémico de las
diferentes regiones, de manera que los paises en los que el cancer se sitla como una
de las primeras causas de muerte prematura son paises que poseen un mayor indice
de Desarrollo Humano (Sung et al, 2021; Omran, 2005; Gersten & Wilmoth, 2002).
Resulta evidente, pues, que el cdncer es un problema cada vez mayor en la sociedad
actual, lo que exige el desarrollo de nuevas medidas de prevencidon y deteccidn precoz
eficaces, asi como tratamientos mas efectivos.

1.1.Biologia del cancer: las células cancerosas y el microambiente tumoral

Un tumor no puede interpretarse sélo como una masa aislada de células malignas.
Se trata de un d6rgano complejo cuya biologia sélo puede entenderse estudiando la
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heterogeneidad de tipos celulares presentes en él, asi como el microambiente tumoral
gue construyen durante su desarrollo. Los componentes principales del tumor son las
células cancerigenas, que portan las mutaciones responsables de la aparicién y curso
de la enfermedad, que las hacen proliferar de manera descontrolada. La
transformacién de una célula normal en una célula potencialmente tumorigénica es un
proceso complejo que implica numerosos pasos sucesivos, en los cuales la célula va
acumulando alteraciones genéticas. Estas alteraciones conciernen a dos grupos de
genes con funciones opuestas: los proto-oncogenes y los genes supresores de
tumores. Los primeros codifican proteinas que promueven la proliferaciéon celular,
mientras que los segundos codifican proteinas que reducen la proliferacion y/o
estimulan la muerte celular. Cuando se producen mutaciones en proto-oncogenes que
implican una ganancia de funcion, estos se convierten en oncogenes, haciendo a la
célula mas propensa a proliferar de manera descontrolada. De igual manera, cuando
se producen mutaciones que conllevan una pérdida de funcién de los genes
supresores de tumores, la célula también se hace proclive a proliferar de un modo
aberrante, evadiendo ademas las posibles sefiales que, en condiciones normales,
provocarian la induccidon de la muerte celular programada o apoptosis (Pollock &
Meltzer, 2002; Croce, 2008; Krug et al, 2002).

La aparicion de estas mutaciones permite a la célula multiplicarse a una tasa muy
superior a la del resto de células del tejido, cuya proliferacién esta estrictamente
controlada, otorgandole asi una posicion dominante. De esta manera, dichas
mutaciones se seleccionan y, a medida que la proliferacién continda y el tumor
progresa, se iran seleccionando nuevas mutaciones que conferirdn otras ventajas
encaminadas a la supervivencia celular. Asi, se puede entender el desarrollo de un
tumor como una serie de expansiones clonales en las que se van seleccionando
genotipos mutantes de acuerdo con las ventajas que otorguen. En consecuencia, el
rasgo probablemente mas distintivo de las células tumorales es su inestabilidad
gendmica. Poseen un genoma plagado de distintos tipos de mutaciones que abarcan
desde cambios tan sutiles como mutaciones puntuales a otras mas evidentes como
amplificaciones o deleciones de secuencias de ADN amplias, asi como alteraciones
cromosomicas (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011). En muchos casos, estas mutaciones
se dan en sitios concretos del genoma de manera recurrente, lo que indica que esas
regiones han de albergar genes cuya alteracién favorece la progresiéon neoplasica
(Korkola & Gray, 2010).

Por tanto, las células cancerosas deben desarrollar una tasa de mutacién alta
(Negrini et al, 2010; Salk et al, 2010). Esta elevada mutabilidad se puede lograr
incrementando la sensibilidad a los agentes mutagénicos y/o anulando el normal
funcionamiento de uno o varios componentes de la maquinaria de mantenimiento
gendmico. Ademas, la acumulacion de mutaciones puede acelerarse al comprometer
los sistemas de vigilancia que normalmente monitorizan la integridad gendmica vy
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obligan a las células dafadas genéticamente a parar su ciclo celular de manera
temporal o permanente (Sigal & Rotter, 2000; Kastan, 2008; Jackson & Bartek, 2009).
El ejemplo mads representativo de esto lo constituye la proteina p53, conocida como el
“guardidn del genoma” (Lane, 1992), cuyo gen se encuentra mutado en al menos el
50% de los tumores malignos humanos (Levine, 1997; Kandoth et al, 2013).

Sin embargo, los patrones de expresion génica aberrantes que presentan las
células tumorales no sélo se deben a los diferentes tipos de mutaciones que
incorporan en su genoma. También se pueden deber a modificaciones en la
programacién epigenética celular. Alterando la metilacion del ADN o modificando las
histonas, estas células son capaces, por ejemplo, de inactivar la expresidon de
determinados genes supresores de tumores (Esteller, 2007; Berdasco & Esteller, 2010;
Jones & Baylin, 2007). Esta reprogramacioén epigenética se ve ademas influida en gran
medida por las propiedades del microambiente tumoral. En este contexto, tiene
especial relevancia el ambiente hipdxico que caracteriza los tumores, o ciertas
regiones dentro de estos. La hipoxia reduce la actividad de las desmetilasas TET,
provocando asi cambios en el patréon de metilaciéon del ADN, en concreto
hipermetilacion (Thienpont et al, 2016). Incluso en determinados tipos de tumores, la
hipoxia puede activar programas de regulacién genética responsables directos del
crecimiento tumoral (Lin & Monje, 2020; Michealraj et al, 2020).

A través de estas alteraciones genéticas y epigenéticas, las células cancerosas son
capaces de adquirir una serie de propiedades que les permiten mantener de un modo
u otro su proliferacién exacerbada. Entre estas propiedades cabria destacar la
induccion y mantenimiento de sefales que regulan positivamente la proliferaciéon
celular, eludiendo a la vez los programas que la regulan negativamente, la
inmortalidad replicativa, la capacidad para evadir la muerte celular programada o la
reprogramacion de su metabolismo energético (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).

Las células cancerigenas no son una poblacidn homogénea, sino que presentan una
amplia variabilidad fenotipica, en buena parte derivada de la heterogeneidad genética
gue se establece a medida que el tumor progresa. La elevada inestabilidad gendmica
propia de estas células provoca la aparicién de subpoblaciones genéticamente
distintas dentro del mismo tumor, que contribuyen en conjunto a la progresién de la
enfermedad (Yachida et al, 2010; Hanahan & Weinberg, 2011). Por otro lado, a la
heterogeneidad fenotipica presente en el tumor también contribuye de manera
sustancial la presencia de células en diferentes estadios de diferenciacién. Los tumores
presentan una poblacion de células madre cancerosas (CSCs, del inglés cancer stem
cell) que presentan las propiedades basicas de cualquier célula madre normal,
fundamentalmente las capacidades de autorrenovacion y diferenciacién, pudiendo
generar subpoblaciones funcionalmente distintas que darian soporte en conjunto al
crecimiento tumoral. Ademas, una célula puede desdiferenciarse y volver a los
estadios previos de célula progenitora, o bien una célula progenitora puede bloquear
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su diferenciacién y proliferar manteniéndose en un estado de diferenciacién parcial, o
bien una célula puede transdiferenciarse y generar células fenotipicamente diferentes
a las originales. Esta plasticidad de fenotipos afecta a la respuesta que tendrd el tumor
ante un determinado tratamiento, ya que, las distintas subpoblaciones, segin sus
caracteristicas fenotipicas, seran mds o menos sensibles a la terapia (Hanahan, 2022;
Senga & Grose, 2021; Hanahan & Weinberg, 2011).

Un buen ejemplo de la plasticidad propia de las células tumorales lo encontramos
en el proceso de metastasis. A medida que el tumor progresa, las células cancerosas
van adquiriendo diferentes capacidades que les permiten invadir tejidos adyacentes o
lejanos, lo que se conoce como metastasis. El proceso de metdstasis abarca una serie
de pasos en los que se incluye la invasion del tejido local, la intravasacién de las células
tumorales en vasos sanguineos y/o linfaticos, el transito a través de ellos hasta tejidos
distantes, la extravasacién en estos tejidos y la formacién de pequefios nddulos de
células cancerosas (micrometastasis), que finalmente crecerdn hasta formar nuevos
tumores macroscoépicos, proceso denominado colonizacion (Talmadge & Fidler, 2010).
Las células cancerosas situadas en los margenes de los tumores deben activar un
programa regulador denominado transicién epitelio-mesénquima que les otorga los
cambios fenotipicos necesarios para poder desarrollar esta capacidad invasiva
reversible (Lambert & Weinberg, 2021; Gupta et al, 2019; Bakir et al, 2020). En la
induccion de este programa juegan un papel fundamental las condiciones del
microambiente tumoral en los margenes del tumor, como la hipoxia o las diferentes
citoquinas secretadas por las células del microambiente, asi como los cambios en la
programacién epigenética celular (Lindner et al, 2020; Javaid et al, 2013; Serrano-
Gomez et al, 2016; Skrypek et al, 2017).

Ademas de las propias células cancerigenas, en el tumor y su microambiente
podemos encontrar diversos tipos celulares, entre los que destacan las células
endoteliales y pericitos, que conforman los vasos sanguineos (Hanahan & Weinberg,
2011). Los tumores, al igual que cualquier otro tejido, requieren un aporte constante
de nutrientes, asi como la eliminacidn de los productos metabdlicos de desecho. Para
ello, se valen de los vasos sanguineos propios del tejido circundante, e inducen la
formacién de nuevos vasos que nutren de manera especifica al tumor, proceso
denominado angiogénesis. Los vasos sanguineos neoformados resultan de una mezcla
desbalanceada de senales proangiogénicas, por lo que suelen presentar células
endoteliales que proliferan y entran en apoptosis en tasas anormalmente altas.
Ademas, presentan una estructura aberrante y débil, lo que puede derivar en
microhemorragias y un flujo sanguineo erratico (Nagy et al, 2010; Baluk et al, 2005).

Otros tipos celulares que podemos encontrar son los fibroblastos y células del
sistema inmune. Entre todas las células del estroma y las células tumorales se
establece una sefializacién reciproca, de manera que las segundas inducen el
reclutamiento de las primeras y las modifican epigenética y fenotipicamente para
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facilitar la progresién tumoral (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011; Hanahan, 2022). En
particular, las células inmunes, contra las que las células cancerosas desarrollan
diferentes mecanismos de evasion, pueden promover un estado inflamatorio pro-
tumorigénico al proporcionar al microambiente tumoral moléculas bioactivas que
favorecen la proliferacion celular y facilitan la angiogénesis, la invasién y la metdstasis,
entre otros fendmenos (DeNardo et al, 2010; Grivennikov et al, 2010; Qian & Pollard,
2010; Karnoub & Weinberg, 2006).

Ademads de los tipos celulares antes mencionados, en los tejidos neoplasicos
también se pueden encontrar células senescentes de diversos origenes. La senescencia
se caracteriza por una detencion de la proliferacién normalmente irreversible inducida
por una gran variedad de estimulos, entre los que se encuentran la falta de nutrientes,
el daio en el ADN o el dafio de orgdnulos y ciertas estructuras celulares, entre otros.
Estos estimulos se asocian en muchos casos a la propia célula tumoral,
particularmente el dafio en el ADN causado por la hiperproliferacién aberrante, o son
provocados por ciertos tratamientos de quimioterapia y radioterapia (Birch & Gil,
2020; Gorgoulis et al, 2019; Hernandez-Segura et al, 2018). No obstante, la induccién
de senescencia celular no sélo se observa en los tumores a nivel de las propias células
cancerosas, sino que también puede observarse en diferentes tipos de células del
microambiente tumoral, como los fibroblastos o las células endoteliales, afectando
todo ello al desarrollo del tumor (Birch & Gil, 2020; Faget et al, 2019; Wang et al,
2020a; Hwang et al, 2020; Wang et al, 2020b).

Por ultimo, cabria destacar un par de elementos relevantes sobre los que se esta
poniendo el foco por su posible papel en el desarrollo del cancer: la microbiota y la
sefializacion neuronal. En este contexto, la microbiota se define como el conjunto de
microorganismos que se asocian simbidticamente a los tejidos del cuerpo expuestos al
medio exterior, como la epidermis y las mucosas internas (sobre todo el tracto
gastrointestinal, pero también en pulmones, mamas y sistema urogenital). Cada vez
hay mas estudios que indican que la variabilidad polimdrfica que se detecta a nivel del
microbioma entre individuos diferentes puede tener un profundo impacto en el
desarrollo del cédncer (Dzutsev et al, 2017, Helmink et al, 2019). Determinados
microorganismos, fundamentalmente bacterias, aunque no sélo estas, pueden tener
efectos protectores o promotores de la aparicién y progresién del tumor, asi como
afectar a la respuesta al tratamiento. Seria el caso, por ejemplo, de la microbiota
intestinal en el cdncer de colon (Sears & Garrett, 2014), aunque también se han
realizados estudios en otros casos (Healy & Moran, 2019; Swaney & Kalan, 2021; Willis
& Gabaldoén, 2020; Xu et al, 2020a). También se ha documentado presencia de
microbiota en el interior de las células tumorales de distintos tipos de cancer (Nejman
et al, 2020), la cual tendria un papel relevante en los procesos inflamatorios asociados
al tumor y la progresion del mismo (Jin et al, 2019; Pushalkar et al, 2018).
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Respecto a la senalizacion neuronal, diversos estudios han correlacionado la
densidad de fibras nerviosas que inervan un tumor con la agresividad del mismo
(Magnon et al, 2013; Albo et al, 2011; Shao et al, 2016; Huang et al, 2014). El aumento
de la sefializacién a través de receptores -adrenérgicos, mediada por noradrenalina,
favorece el desarrollo tumoral y la metastasis en diversos modelos de cancer (Le et al,
2016; Partecke et al, 2016; Zahalka et al, 2017). Ademas, los niveles circulantes de
noradrenalina aumentan en situaciones de estrés crénico, situaciéon que se ha descrito
como factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad (Thaker et al, 2006; Lillberg
et al, 2003). Asimismo, la sefializacién neuronal puede jugar un papel importante en la
modulacién del microambiente tumoral (Senga & Grose, 2021).

Como podemos ver, la biologia de un tumor resulta extremadamente compleja,
tanto por la enorme cantidad de alteraciones que pueden presentar las propias células
cancerosas como por las complicadas relaciones que estas establecen con el
microambiente tumoral. A modo de sintesis, en la Figura 1 se muestran las
caracteristicas fundamentales de las células cancerosas, segun la revision mas reciente
elaborada por Douglas Hanahan (Hanahan, 2022).
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Figura 1. Principales caracteristicas de las células cancerigenas y su microambiente. Figura modificada
a partir de Hanahan, 2022.

14



Introduccion

1.2. Principales opciones terapéuticas

Los tratamientos contra el cancer han experimentado una gran evolucién en las
ultimas décadas a medida que se ha alcanzado un mayor conocimiento de la biologia y
el desarrollo de esta enfermedad. Tradicionalmente, los tratamientos mas utilizados
han sido la reseccion quirargica del tumor localizado en un tejido u érgano especifico,
junto con radioterapia y quimioterapia. La radioterapia consiste en la eliminacién de
las células tumorales mediante radiacion de alta energia y se utiliza en una proporcion
elevada de pacientes (Baskar et al, 2012). Por su parte, la quimioterapia utiliza
farmacos citotéxicos que atacan especialmente a células con tasas de proliferacion
altas, como las células cancerigenas, pero también afectan a otras células normales
que proliferan rapidamente, como las células de la piel, la médula ésea o el epitelio del
tracto gastrointestinal. Esto causa una elevada toxicidad, provocando los efectos
secundarios mds comunes asociados a estos tratamientos (Chabner & Roberts Jr,
2005). El repertorio de farmacos quimioterapicos es enormemente variado. Los
primeros grupos de farmacos utilizados fueron los agentes alquilantes (derivados de
las mostazas nitrogenadas, como la ciclofosfamida, entre otros), que causan
citotoxicidad al afiadir grupos alquilo al ADN, y los antimetabolitos (aminopterina,
metotrexato, etc.), que son moléculas cuya estructura mimetiza la de metabolitos
fisiolégicos provocando el bloqueo de ciertas reacciones enzimaticas e inhibiendo la
replicacion del ADN vy, en ultima instancia, la proliferacidon celular. Destacan también
los farmacos antimitéticos (vinblastina, paclitaxel, etc.), que interfieren en la dindmica
de los microtubulos y blogquean la mitosis impidiendo la proliferacidn; los antibidticos
citotéxicos (doxorrubicina, actinomicina D, etc.); los inhibidores de poliaminas y su
transporte (a-difluorometilornitina, entre otros) y los agentes moduladores de hierro
(deferoxamina, triapina, etc.) (Falzone et al, 2018). A la variedad de quimioterapias
existentes hay que sumar las terapias combinadas que se aplican hace décadas y han
mejorado sustancialmente los resultados en los pacientes (Shewach & Kuchta, 2009).
En la practica clinica resulta también comun el uso de terapias hormonales,
beneficiosas contra aquellos tumores que tienen una pronunciada dependencia
hormonal, como los de mama o prdstata. Consiste en el uso de compuestos que
interfieren con la produccion de hormonas, como los inhibidores de la aromatasa, o
bloguean ciertos receptores hormonales, como los antiandrégenos (Fairchild et al,
2015; Abraham & Staffurth, 2016).

No obstante, la escasa especificidad y los importantes efectos secundarios de las
terapias clasicas ponen de manifiesto la necesidad de buscar nuevos tratamientos mas
tolerables y efectivos. En este sentido, el conocimiento cada vez mayor sobre las rutas
celulares de sefalizacion que dirigen procesos fundamentales para el mantenimiento
de las células tumorales ha permitido el desarrollo de nuevas terapias que mejoran en
eficacia y reducen los efectos indeseados de las quimioterapias tradicionales. Son las
llamadas terapias dirigidas (Figura 2). Estas terapias tienen como objetivo bloquear
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rutas o proteinas especificas, es decir, dianas moleculares como receptores, factores
de crecimiento, quinasas o moléculas relacionadas con la apoptosis o la angiogénesis,
gue estdn presentes también en células normales pero que suelen estar
sobreexpresadas o mutadas en las células cancerigenas, resultando esenciales para el
mantenimiento de las mismas. De esta manera, el efecto toxico se concentra en las
células malignas, minimizandose en las células sanas y evitdndose asi buena parte de
los posibles efectos secundarios (Chabner & Roberts Jr, 2005).
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Figura 2. Dianas moleculares de algunas terapias dirigidas. Se representan anticuerpos monoclonales
dirigidos contra factores de crecimiento especificos, que impiden que estos interaccionen con sus
receptores, o contra receptores quinasas de tirosina (RTK) extracelulares, que bloguean la sefializacién a
través de estos. También se muestran algunos inhibidores de proteinas quinasas (inhibidores de EGFR y
VEGFR, inhibidores de ALK/EMLA4, inhibidores de BCR-ABL, inhibidores de RAF, inhibidores de mTOR e
inhibidores de MEK). Todos estos compuestos interfieren rutas o proteinas especificas que son
esenciales para el mantenimiento de las células cancerigenas. Figura modificada a partir de Falzone et
al, 2018.

Entre las terapias dirigidas destaca la inmunoterapia. Los tratamientos
inmunoterapéuticos tienen como objetivo estimular el sistema inmune del paciente
para que sea capaz de reconocer y atacar a las células cancerosas. Estas terapias, cuya
efectividad se ha demostrado contra diferentes tipos de céncer, incluyen el uso de
anticuerpos monoclonales contra diferentes antigenos, citoquinas, vacunas o terapias
basadas en células (Lee Ventola, 2017a, 2017b). Los anticuerpos monoclonales se han
convertido en una parte fundamental de las terapias contra el cancer, gracias a su
versatilidad en el reconocimiento de diferentes receptores u otras proteinas celulares
(Falzone et al, 2018). Asi, pueden ejercer una accién citotoxica directamente sobre las
células tumorales estimulando el sistema inmune para que desarrolle respuestas
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anticancerigenas, bloguear los mecanismos inmunosupresores que permiten que las
células cancerosas escapen del sistema inmune o anular el efecto de moléculas
angiogénicas que estimulan la vascularizacién del tumor (Zahavi & Weiner, 2020;
Falzone et al, 2018; Guo & Cui, 2020).

Por otro lado, dentro de las terapias dirigidas nos encontramos un grupo amplio de
pequefias moléculas inhibidoras. Son compuestos de bajo peso molecular que se
pueden unir con gran afinidad a un rango amplio de dianas extracelulares e
intracelulares, entre las que destacan quinasas de tirosina, quinasas de
serina/treonina, maquinaria de regulacion epigenética o proteinas de la familia BCL-2
(Sharma et al, 2022; Bedard et al, 2020). La selectividad de estos compuestos es
variable, lo que permite dividirlos en dos grandes grupos: los inhibidores multiquinasa,
gue estan dirigidos simultdneamente contra diversas quinasas de la célula, y los
inhibidores selectivos, que tienen menos dianas e incluso, en algunos casos, solo una,
lo que es especialmente eficaz en aquellos tumores que presentan dependencia de
una oncoproteina concreta o alguna vulnerabilidad especifica (Bedard et al, 2020; Paez
etal, 2004).

Asimismo, para evitar la falta de especificidad de la quimioterapia tradicional, se
han desarrollado sistemas para el envio dirigido de moléculas citotéxicas conjugadas a
anticuerpos monoclonales o ligandos peptidicos, o incluidas en nanoestructuras
transportadoras. El conocimiento de marcadores especificos presentes en la superficie
de las células tumorales de forma exclusiva, 0 mas abundante de lo habitual en una
célula normal, permite que, con estos métodos, se alcance una mayor concentracion
del farmaco en las células cancerosas, reduciendo asi la toxicidad periférica (Hughes,
2010; Allen, 2002; Okarvi, 2008; Danhier et al, 2010). Existe una gran variedad de
nanoestructuras con aplicacidn en la terapia contra el cancer, como por ejemplo las
nanoparticulas poliméricas, dendrimeros o liposomas. Estas nanoestructuras se
pueden “cargar” por diferentes métodos y hacer diana en las células tumorales bien a
través de antigenos especificos o gracias a la elevada permeabilidad de los vasos
sanguineos neoformados que nutren el tumor. Esto, junto al pobre drenaje linfatico
del mismo, hace que los nanotransportadores se acumulen pasivamente en los tejidos
neoplasicos en lugar de hacerlo en los tejidos sanos. Sin embargo, pese a sus ventajas,
también presentan ciertas limitaciones, como la dificultad para penetrar en las
regiones profundas del tumor (Gmeiner & Ghosh, 2015; Zhao et al, 2018).

Los tratamientos contra el cdncer constituyen un campo en constante evolucion.
Las opciones terapéuticas se han multiplicado, apareciendo nuevas lineas de
tratamiento que presentan una mayor eficacia respecto a las tradicionales, con una
reduccion significativa de los efectos secundarios sobre los tejidos sanos. Sin embargo,
factores como la amplia heterogeneidad intra e intertumoral, la diversidad de tipos
celulares, tejidos y dorganos a los que el cancer puede afectar, o el hecho de que los
tumores no sean estaticos sino que vayan evolucionando con el tiempo a medida que
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acumulan nuevas mutaciones, entre otros factores (Duffy, 2013), hacen que el
tratamiento para esta enfermedad siga siendo un reto a dia de hoy.

1.3. Quimioterapia basada en platinos: cisplatino

Entre los farmacos quimioterapéuticos mas utilizados en la clinica destacan los
agentes basados en platino. Son compuestos de coordinacién metalicos constituidos
por un atomo de platino central al que se le unen diversos ligandos. Entre ellos, nos
centraremos en el cisplatino (cis-[Pt(NHs)2Cl2], cis-diaminodicloroplatino (lI) o CDDP).
En su caso, al platino central se le unen 4 ligandos formando una geometria plana
cuadrada: dos grupos amino fuertemente unidos al dtomo de platino y dos grupos
cloruro en posicidn cis que permitiran ejercer su accién citotdxica (Dasari & Bernard
Tchounwou, 2014).

El cisplatino fue sintetizado por primera vez por Michele Peyrone en 1844 y su
estructura quimica elucidada por Alfred Werner en 1893 (Dasari & Bernard
Tchounwou, 2014). Sin embargo, el efecto antitumoral de este compuesto comenzd a
estudiarse a partir de las observaciones realizadas por el fisico americano Barnett
Rosenberg y su equipo en la década de 1960. Intentando averiguar el posible efecto de
la aplicacidon de un campo eléctrico sobre el crecimiento bacteriano, descubrieron por
casualidad que, a partir de los electrodos de platino inmersos en el medio de cultivo
bacteriano que estaban utilizando, se formaban sales de platino que impedian la
divisién bacteriana. De entre las sales formadas, los mayores efectos se observaron en
el caso del cisplatino (Rosenberg et al, 1967, 1965). Estudios posteriores comprobaron
que el efecto antiproliferativo de este compuesto también era aplicable al cancer
(Rosenberg et al, 1969). Asi, en 1978 la Administracién de Alimentos y Medicamentos
(Food and Drug Administration, FDA) de Estados Unidos aprobd el uso del cisplatino
como nuevo farmaco contra el cancer, dando comienzo asi a una nueva etapa
revolucionaria en quimioterapia marcada por el desarrollo y uso de agentes basados
en platino (Prestayko et al, 1979).

Desde sus inicios, los farmacos derivados del platino, en especial el cisplatino, son
el pilar fundamental de la quimioterapia para el tratamiento de varios tipos de
canceres, entre los que destacan los de testiculo, vejiga, pulmdn, ovario, cuello
uterino, eséfago, estbmago, mama, prostata y cabeza y cuello (Kelland, 2007). Sus
aplicaciones son multiples, abarcando distintos regimenes de tratamiento en
combinacidn con otros farmacos quimioterapicos o radioterapia (Wang et al, 2021). El
farmaco suele provocar una respuesta terapéutica inicial exitosa, asociada con una
remision completa o parcial, o una estabilizaciéon de la enfermedad (Galluzzi et al,
2012). Por desgracia, también puede provocar diversos efectos secundarios en los
pacientes, como nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, cardiotoxicidad, ototoxicidad o
neurotoxicidad, asi como nauseas y vomitos (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014;
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Dilruba & Kalayda, 2016; Kelland, 2007; Cvitkovic et al, 1977). Ademas, la resistencia al
cisplatino representa un obstaculo importante para el éxito del tratamiento. Ciertos
tumores son intrinsecamente resistentes al farmaco mientras que otros originalmente
sensibles desarrollan resistencia gradualmente después de la respuesta inicial (Galluzzi
etal, 2012).

Los importantes efectos secundarios y la aparicion de quimiorresistencias
impulsaron el desarrollo de nuevos compuestos derivados del original, en cuyas
estructuras los ligandos iniciales son sustituidos por otros diferentes (Figura 3),
afectando con ello a su actividad bioldgica (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014). Asi,
pasando por la segunda generacion de compuestos en la década de 1980,
representada por el carboplatino, y la tercera generacion a principios de los 2000,
representada por el oxaliplatino, llegamos hasta las versiones mas recientes, donde la
variedad de compuestos derivados del platino se diversifica mucho mas (satraplatino,
nedaplatino, heptaplatino o lobaplatino, entre otros) (Dilruba & Kalayda, 2016). Con
todos estos compuestos se pretende mantener o mejorar la eficacia del original, a la
vez que reducir los efectos secundarios y la aparicién de resistencias. No obstante, el
tratamiento con cisplatino sigue siendo todavia la opcién preferente en multiples
situaciones clinicas.

Cisplatino Carboplatino Oxaliplatino Satraplatino
8)
O, NH O NH 0 CHs Hs % /ML
/[ P AT > < N
o O > 0 3 0 CH; 0 O NH
8]
Nedaplatino Heptaplatino Lobaplatino

Figura 3. Estructura molecular del cisplatino y de algunos de sus compuestos derivados. Figura
modificada a partir de Mastalarz et al, 2020.

¢ Mecanismo de accion

Tras confirmarse el efecto antitumoral del cisplatino, comenzé a estudiarse su
mecanismo de accion (Figura 4). En el torrente sanguineo y en los fluidos
extracelulares el farmaco tiene escasa actividad, siendo practicamente inerte. A dia de
hoy, el mecanismo por el cual el cisplatino se incorpora a la célula sigue sin estar
totalmente definido. Tradicionalmente se pensaba que la entrada ocurria por difusiéon
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pasiva a través de la membrana plasmatica y por medio de transportadores especificos
(Gately & Howell, 1993). Diversos estudios han demostrado que entra en la célula a
través del sistema de transportadores del cobre CTR, como CTR1 y CTR2, una familia
de proteinas transmembrana que participan en el transporte y homeostasis de este
metal (Kilari et al, 2016). Por otro lado, también se ha visto que intervienen los canales
de aniones regulados por volumen (VRACs, del inglés volume-regulated anion
channels), formados por heterémeros de la proteina LRRCS8. Se ha estimado que una
proporcién elevada del cisplatino que entra en la célula depende de sus subunidades
LRRC8A y LRRC8D (Planells-Cases et al, 2015). Ademds de estos transportadores, se
han descrito otros potenciales candidatos, aunque tienen un papel menos definido
(Rottenberg et al, 2021).

Una vez dentro de la célula, la molécula de cisplatino debe activarse, para lo cual se
sustituyen uno o los dos grupos cis-cloruro que posee inicialmente por moléculas de
agua. Por tanto, la activacion del cisplatino depende de las condiciones del medio, en
concreto, de la concentracion fisioldgica del ion cloruro: en la sangre, la concentracién
es de alrededor de 100 mM, suficientemente alta como para mantener la molécula de
cisplatino en su estado inicial inactivo. Dentro de las células, la concentracion del ion
es bastante mas baja, lo que permite la sustitucidn de estos grupos por agua, con la
consiguiente activacién de la molécula (Chu, 1994).

Cl
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Figura 4. Mecanismo de accion del cisplatino. Cuando el farmaco se incorpora a la célula, la baja
concentracion intracelular del ion cloruro permite la hidratacién de la molécula de cisplatino, que se
torna reactiva. Entonces, ejerce su accién citotoxica tanto a nivel citoplasmatico como nuclear,
provocando asi la muerte celular. Figura modificada a partir de Wang et al, 2021.

Las formas mono y bi-hidratadas del cisplatino son altamente reactivas, causando
efectos citotdxicos tanto a nivel citoplasmatico como a nivel nuclear. Si bien la diana
clasica del cisplatino es el ADN celular, ademas de unirse y lesionar también el ADN
mitocondrial, los efectos de este farmaco a nivel citoplasmatico son destacables, ya
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gue se ha demostrado una citotoxicidad significativa en células enucleadas
(Berndtsson et al, 2007). Una proporcion considerable del cisplatino que entra en la
célula interacciona con una gran variedad de moléculas nucledfilas presentes en el
citoplasma, como el glutatiéon reducido (GSH), los grupos tiol o sulfhidrilo de proteinas
como las metalotioneinas o ciertos fosfolipidos, entre otras (Galluzzi et al, 2014). Estas
interacciones facilitan la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés
reactive oxygen species) que tienen un papel dual, favoreciendo por un lado la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP, del inglés
mitochondrial outer membrane permeabilization) que conduce a la apoptosis, y
agravando por otro lado el dafio en el ADN causado por el cisplatino directamente
(Sancho-Martinez et al, 2012).

A nivel nuclear, el cisplatino se une con gran afinidad al ADN, concretamente a los
sitios N7 de las purinas, generando monoaductos y enlaces intracatenarios 1,2 y 1,3
(Chen et al, 2016a). Las uniones intracatenarias 1,2 constituyen la lesion mas
frecuente, contribuyendo en gran medida a la citotoxicidad (Chaney et al, 2005).
También, aunque en menor proporcidn, se generan enlaces intercatenarios (Ming et
al, 2017), los cuales, al unir covalentemente las dos hebras de la molécula de ADN,
obstaculizan la apertura de la doble hélice que tiene lugar en diferentes procesos
como el de replicacién (o la transcripcién), provocando el colapso de la horquilla de
replicacion y la aparicidon de roturas de doble cadena (DSBs, del inglés double-strand
breaks) (Rocha et al, 2018). Toda esta variedad de lesiones en el ADN puede ser
reparada por diferentes vias, entre las que destacan la reparaciéon por escisién de
nucledtidos (NER, del inglés nucleotide excision repair), la reparacién de errores de
emparejamiento (MMR, del inglés mismatch repair), la recombinacién homoéloga (HR,
del inglés homologous recombination) y la unién de extremos no homodlogos o
recombinacién no homdloga (NHEJ, del inglés nonhomologous end joining) (Martin et
al, 2008).

En consecuencia, los aductos y los enlaces en las cadenas de ADN alteran y dafian
la estructura de la doble hélice e interfieren con los procesos de replicacién y
transcripcion. Se activa entonces la respuesta a dafios en el ADN, provocando una
parada del ciclo celular, fendmeno que permite a los mecanismos de reparacién
reestablecer la integridad del ADN, evitando asi posibles mitosis anormales (Vitale et
al, 2011). Si el dafno es excesivo y no se puede reparar, las células entran en muerte
celular programada, generalmente apoptosis (Figura 5). Muy resumidamente, esto
implica la activacion secuencial de las quinasas ATM y ATR, que activan a sus proteinas
efectoras CHK2 y CHK1, respectivamente, quienes a su vez fosforilan a la proteina
supresora de tumores p53 provocando su estabilizaciéon (Roos et al, 2016). Esta ejerce
diversas funciones tanto a nivel nuclear, activando la expresién de genes cuyos
productos estimulan la apoptosis, como a nivel citoplasmatico, lo que promueve la
permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria, desencadenando asi la
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apoptosis intrinseca, promovida internamente en la célula. También se estimula la
expresion de genes que codifican componentes de la via apoptdtica extrinseca,
promovida por factores externos (Kroemer et al, 2007; Galluzzi et al, 2011). La via
extrinseca se activa cuando ligandos concretos se unen a receptores especificos de la
membrana plasmdtica, miembros de la familia del receptor del factor de necrosis
tumoral (TNFR). Tras la unidn, se transmiten sefiales al interior celular que reclutan
procaspasas e inician la cascada apoptotica (Kischkel et al, 1995). Por su parte, en la via
intrinseca intervienen las proteinas de la familia BCL-2, que facilitan la formacién de
poros en la membrana externa mitocondrial, permitiendo asi la liberacidon del
citocromo C al citoplasma. Este se une al factor activador de proteasas apoptoéticas
APAF1 vy, junto a la procaspasa 9, forman el apoptosoma. Se produce entonces la
activacion de otras caspasas, como las caspasas 3 y 7, que se encargaran de procesar
diversos sustratos celulares (Nufiez et al, 1998).
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Figura 5. Apoptosis derivada del dafio en el ADN. El dafio en el ADN activa la apoptosis, tanto por la via
intrinseca como extrinseca, a través de 3 efectores principales: JNK, p53 y MYC. Respecto a la via
extrinseca, se activan proteinas que actian a modo de ligandos de los receptores de muerte localizados
en la membrana plasmatica, como es el caso del ligando FAS (FASL) para el receptor FASR. Tras la unidn
ligando-receptor, estos receptores transmiten sefiales al interior celular por medio del complejo
sefializador de induccidon de muerte (DISC) provocando la activacion de las caspasas. Respecto a la via
intrinseca, la estabilizacién de p53 debida a las fosforilaciones llevadas a cabo por CHK2 y CHK1,
activadas a su vez por ATM y ATR, y la induccidn de MYC, entre otros factores, promueven que los
miembros proapoptoticos de la familia BCL-2 inhiban a los antiapoptéticos y generen poros en la
membrana externa mitocondrial, permeabilizandola. Tiene lugar entonces la liberacién del citocromo C
al citoplasma, el cual se asocia con APAF1 y la procaspasa 9, formando el apoptosoma. Este complejo
facilita la activaciéon de las caspasas 3 y 7, que se encargan de ejecutar el resto del programa apoptotico
mediante el procesado de diversos sustratos, como proteinas de ciclo o de reparacion del ADN. Ademas,
procesan a ICAD, inhibidor de la DNasa activada por caspasas (CAD), lo que permite que esta fragmente
el ADN celular. Figura modificada a partir de Roos et al, 2016.

¢ Mecanismos de resistencia al tratamiento

Como se ha descrito anteriormente, la buena respuesta inicial que muestran los
pacientes de diversos tipos de tumores al tratamiento con cisplatino a menudo deriva
en la aparicidon de resistencias que provocan el fracaso terapéutico. Dado que en la
accion citotdxica de este farmaco intervienen diversos mecanismos moleculares, el
fenotipo de resistencia puede deberse a alteraciones en uno o mas de uno de esos
circuitos (Galluzzi et al, 2012). Los mecanismos de resistencia al cisplatino suelen
clasificarse segun el momento en que tenga lugar el fendmeno respecto al principal
objetivo del farmaco: la unidn al ADN celular. Asi, podemos encontrar mecanismos de
resistencia previos a la diana, en la diana, posteriores a la diana o fuera de esta (Figura
6).
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Figura 6. Mecanismos de resistencia al cisplatino. Se representan los mecanismos previos a la diana (1),
como la reduccion de la entrada del farmaco o su inactivacién citoplasmatica; en la diana (2), como una
mayor eficacia de los mecanismos de reparacién de dafios en el ADN o una mayor capacidad para
tolerar los dafios; posteriores a la diana (3), como la inactivacién de la proteina p53; y fuera de la diana
(4), como una mayor actividad autofagica. Figura modificada a partir de Dilruba & Kalayda, 2016.

o Previos a la diana

Se distinguen dos mecanismos principales por los que las células cancerosas
pueden eludir el efecto del cisplatino antes de que este ejerza su accidn citotdxica: la
reduccion de la acumulacién intracelular de cisplatino y la inactivacion del cisplatino
citoplasmatico.

La reduccidn de la acumulacion intracelular del farmaco puede deberse bien a una
disminucion en la entrada del mismo o bien a un aumento en su expulsion. El
tratamiento con cisplatino puede seleccionar células con una menor expresiéon del
transportador de cobre CTR1, lo que conlleva a una menor entrada de este farmaco
(Holzer et al, 2006). También se ha asociado a este fendmeno la pérdida de las
subunidades LRRC8A y LRRC8D de los canales tipo VRACs (Planells-Cases et al, 2015).
Por otro lado, las ATPasas de tipo P extrusoras de cobre, ATP7A y ATP7B, parecen estar
implicadas en la excrecidon del cisplatino. ATP7A lo aisla en vesiculas para evitar una
mayor distribucion, mientras que ATP7B es responsable de su expulsion (Kalayda et al,
2008; Safaei, 2006). Estos transportadores se han encontrado sobreexpresados en
células cancerosas resistentes a cisplatino (Samimi et al, 2004). Igualmente, se ha
estudiado que la sobreexpresion de proteinas de resistencia a multiples farmacos,
especialmente MRP2, miembro de la familia de transportadores ABC, también
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contribuye a la reduccién de la concentracidn intracelular de cisplatino (Liedert et al,
2003; Borst et al, 2000).

Una vez que el farmaco se ha incorporado al citoplasma, la interaccion con ciertas
moléculas nucledfilas presentes en él, como el GSH o las metalotioneinas, limita la
cantidad de cisplatino reactivo disponible en la célula, contribuyendo asi a su
detoxificacién. Se han observado niveles altos de GSH o de glutatién S-transferasa
(GST), enzima que media la unién del cisplatino al GSH, en células resistentes al
cisplatino (Galluzzi et al, 2012). Los conjugados cisplatino-GSH se excretan fuera de la
célula a través del transportador MRP2 (Borst et al, 2000).

o Enladiana

La sensibilidad de la célula tumoral al tratamiento con cisplatino depende en gran
medida del dafo que sea capaz de producir la unién del farmaco al ADN celular. Por
ello, la capacidad de la célula para reparar o tolerar estos dafios es esencial para
sobrevivir y desarrollar resistencia al tratamiento. Asi pues, los mecanismos de
reconocimiento y reparacion de los dafios en el ADN tienen un papel fundamental en
la aparicion de resistencias.

La reparacion por escision de nucledtidos (NER) resulta basica en la respuesta al
dafo en el ADN causado por el cisplatino (Wood et al, 2000; Shuck et al, 2008).
Interviene fundamentalmente en la reparacion de aductos intracatenarios mediante la
escision de los nucleétidos dafiados por medio de un corte a ambos lados de la lesidn,
seguido de la sintesis de nuevo ADN para reconstituir la seccion afectada (Gillet &
Scharer, 2006). Asi, se ha vinculado una mayor eficacia en la reparacidon de dafios por
esta ruta con la resistencia al tratamiento con cisplatino (Galluzzi et al, 2012).

Los aductos generados por el cisplatino también son reconocidos por la maquinaria
de reparacién de errores de emparejamiento (MMR), que se encarga habitualmente
de corregir inserciones, deleciones y otras incorporaciones de bases erréneas en los
procesos de replicacion y recombinacion del ADN (Vaisman et al, 1998; Kunkel & Erie,
2005). No obstante, en el caso del dafio provocado por cisplatino, la maquinaria del
MMR fracasa en el proceso de reparacion, lo que acaba desencadenando sefales
proapoptéticas. Por ello, se han asociado mutaciones y menor expresién de ciertos
genes que codifican proteinas clave de la maquinaria de MMR con una mayor
resistencia al tratamiento (Galluzzi et al, 2012; Rocha et al, 2018).

También se han vinculado defectos en la maquinaria de la MMR con un incremento
del fenédmeno denominado sintesis por translesion (TLS, del inglés translesion
synthesis) (Galluzzi et al, 2012), por el cual el dafio provocado por el agente genotdxico
no se repara, sino que se tolera y la molécula de ADN daiiada continta replicandose
(Yamanaka et al, 2017). En este fendmeno intervienen polimerasas de ADN
especializadas que carecen de actividad correctora de errores, lo que les permite
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continuar con la replicacién pese a la persistencia del dafio (Lange et al, 2011). Por
otro lado, dado que este mecanismo es propenso a introducir errores en la secuencia
de ADN, ademads de incrementar la tolerancia celular al tratamiento, genera nuevas
mutaciones que aumentan la inestabilidad gendmica y la heterogeneidad,
favoreciendo el desarrollo de subpoblaciones resistentes a cisplatino (Zhang, 2020). De
hecho, se han relacionado niveles de expresién altos de los genes que codifican para
esas polimerasas con una mayor resistencia al tratamiento (Rocha et al, 2018).

Por su parte, las rutas de la recombinacion homéloga (HR) y de la no homdéloga
(NHEJ) intervienen fundamentalmente en la reparacion de roturas de doble cadena
producto del tratamiento con cisplatino (Diggle et al, 2005; Sears & Turchi, 2012; Telli
et al, 2016). Existen cada vez mas evidencias que vinculan gran parte de las proteinas
gue intervienen en el proceso de HR con la resistencia celular intrinseca o adquirida al
cisplatino (Rocha et al, 2018). Asi, aquellas células cancerosas que muestran una HR
eficaz son mas resistentes al tratamiento que aquellas que muestran unos mecanismos
defectuosos. Ademas, la expresion alterada de determinados genes que codifican
proteinas de la ruta de la NHEJ también se puede asociar con la resistencia a platinos
en determinados tipos de cancer (Huang et al, 2021).

o Posteriores a la diana

La resistencia a cisplatino también puede derivar de alteraciones en las rutas de
sefializacion que normalmente desencadenan la apoptosis en respuesta a los dafos en
el ADN. Uno de los mecanismos mas comunes implica la inactivacién de la proteina
supresora de tumores p53 (Vousden & Lane, 2007). Generalmente, las células
cancerosas que portan TP53 silvestre suelen ser mas sensibles al tratamiento con
cisplatino que aquellas que portan versiones mutantes del gen (Gaducci et al, 2002;
Feldman et al, 2008).

Otros estudios han sefalado que, en células resistentes al farmaco, la ruta de las
guinasas MAP (MAPK), que tiene un papel importante en la regulacién de la apoptosis
en respuesta a cisplatino, no funciona correctamente, limitando asi la sefializacion a
través del sistema FAS/FASL, inductor de la apoptosis extrinseca, lo que promueve en
conjunto la supervivencia celular (Spierings et al, 2003).

Por otro lado, la resistencia puede derivar de modificaciones en la propia
maquinaria de ejecucidon de la apoptosis. Por ejemplo, una menor expresion o
inhibicion de proteinas proapoptdticas como BAD o BAX o la sobreexpresién de
proteinas antiapoptdticas como BCL-2, BCL-XL o MCL-1 se relacionan con una peor
respuesta al tratamiento con cisplatino (Huang et al, 2021).
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o Fuera de la diana

El fenotipo resistente a cisplatino también estd sostenido por alteraciones en vias
de sefalizacion que no estan directamente implicadas en la respuesta al fdrmaco. El
incremento de la actividad autofagica, alteraciones en la via PI3K/AKT1, el incremento
en la produccidon de moléculas antioxidantes para neutralizar las ROS, la accién de
diferentes chaperonas implicadas en la respuesta a proteinas desplegadas o distintas
formas de reprogramacién metabdlica son sélo algunos ejemplos de los multiples
mecanismos que también estan implicados o favorecen la resistencia a cisplatino
(Galluzzi et al, 2012; Wang et al, 2021). Ademas, ciertas caracteristicas del
microambiente tumoral, como la exposicion a condiciones hipdxicas, el remodelado de
la matriz extracelular o la inflamacién pueden contribuir de diferentes formas a la
resistencia (Huang et al, 2021).
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2. Lareparacion de roturas de doble cadena en el ADN

Las DSBs constituyen el tipo de lesién en el ADN mads peligrosa para la célula. La
rotura de las dos cadenas del ADN puede resultar de la exposicion celular a agentes
exdgenos como la radiacion ionizante o ciertos farmacos quimioterapéuticos, pero
también puede aparecer espontaneamente, de manera enddgena, en condiciones de
estrés replicativo o por la aparicion de especies reactivas de oxigeno. Asimismo, estas
lesiones también pueden ocurrir de manera programada en ciertos fendmenos
fisiolégicos como la meiosis o la diversificacion de las inmunoglobulinas (Cejka &
Symington, 2021; Aguilera & Goémez-Gonzalez, 2008).

En el caso del tratamiento con cisplatino, las DSBs no son la lesidn mas frecuente,
pero se encuentran entre las que entrafian mayor riesgo. Esto se debe probablemente
a la dificultad de su reparacién ya que, a diferencia de otro tipo de lesiones en las que
el dafio recae sobre una de las cadenas del ADN mientras la otra sigue intacta y puede
ser usada como molde para la reparacidn, en el caso de las DSBs estd comprometida la
integridad de las dos cadenas a la vez. Ademds, se interfiere con procesos
fundamentales para la célula, como la replicacién y la transcripcion, lo que puede
desencadenar la muerte celular programada (Rocha et al, 2018).

De manera general, la célula puede utilizar dos vias principales para reparar las
DSBs: la recombinacion homéloga (HR) y la recombinacién no homéloga o unién de
extremos no homodlogos (NHEJ), ademas de otras vias secundarias.

2.1.Union de extremos no homalogos (NHEJ)

La reparacién de DSBs por la ruta de la unién de extremos no homologos clasica (c-
NHEJ, en adelante NHEJ) es un fendmeno que puede ocurrir a lo largo de todo el ciclo
celular, pero es especialmente relevante en las fases Go, G1 y S temprana, al ser un
proceso que no requiere la presencia de ADN homdlogo para la reparacién (Figura 7)
(Takata et al, 1998; Delac6te & Lopez, 2008). Pese a ser un mecanismo de reparacion
eficiente, dependiendo de la secuencia especifica y las modificaciones quimicas
presentes en el punto de rotura, la NHEJ puede ser mutagénica, es decir, propensa a
introducir errores en la secuencia reparada. Ademas de ser un mecanismo clave para
la reparacién del dafio en el ADN, la NHEJ también participa en otros fendmenos
fisioldgicos especializados, como la recombinacién V(D)J, la recombinacién de cambio
de clase de las inmunoglobulinas o la dinamica de los telémeros (Hartlerode & Scully,
2009).

La NHEJ se inicia con un complejo heterodimérico compuesto de las proteinas
KU70 y KU80, que reconocen la DSB y se unen con gran afinidad al ADN en ambos
extremos de la rotura, promoviendo su alineamiento (Walker et al, 2001; Cary et al,
1997). La asociacion del complejo KU con el ADN ocurre muy rapido tras el dafio y sirve
como andamiaje para la union de otros factores clave en el proceso. A continuacidn, se
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recluta a ambos lados de la rotura la subunidad catalitica de la proteina quinasa
dependiente de ADN (DNA-PKcs), miembro de la familia de proteinas quinasas PIKKS
(Gottlieb & Jackson, 1993). Los complejos KU se desplazan hacia el interior de la
molécula de ADN, lo que permite que las DNA-PKcs contacten con el ADN y entre ellas,
formandose asi un “puente molecular” o sinapsis entre las hebras del ADN roto (Yoo &
Dynan, 1999; DeFazio et al, 2002).

La asociacion de DNA-PKcs con el ADN y el complejo KU hace que la primera active
su funcion quinasa de serina/treonina (Yaneva et al, 1997). Esto permite que DNA-PKcs
se autofosforile y sea fosforilada por otras quinasas como ATM, lo que regula el acceso
al punto de rotura de otros factores de la NHEJ (Uematsu et al, 2007; DeFazio et al,
2002). A su vez, DNA-PKcs es capaz de fosforilar otros sustratos que actuan
posteriormente en la ruta de reparacion. Uno de ellos es la endonucleasa Artemis, que
es fosforilada e incorporada a la DSB para procesar los extremos rotos (Soubeyrand et
al, 2006). Las DSBs pueden generar diferentes tipos de extremos, por lo que se
requiere la accion de determinadas enzimas para que recorten y procesen estos
extremos y los transformen en extremos 5’-fosforilados aptos para la posterior
ligacidn, y en ello juega un papel esencial Artemis. Esta enzima posee actividad
exonucleasa 5’-3’ independiente de DNA-PKcs, y actividad endonucleasa dependiente
de ella, lo que le permite procesar fragmentos de ADN de cadena sencilla, de cadena
doble y horquillas (Ma et al, 2005, 2002). El procesamiento de estas regiones puede
generar vacios en la secuencia del ADN que deberan ser completados por las
polimerasas de ADN. Concretamente, se han destacado las de la familia de Ia
polimerasa de ADN de tipo X, como son las polimerasas nu y A (Nick McElhinny &
Ramsden, 2004).

Una vez que las polimerasas de ADN completan los huecos generados, la NHEJ
culmina con la ligacién de los extremos del ADN que lleva a cabo el complejo
XRCC4/Ligasa IV/XLF. Tanto XRCC4 como XLF carecen de actividad enzimatica, pero son
necesarios para el correcto funcionamiento de la ligasa de ADN IV (Lees-Miller &
Meek, 2003). XLF es similar estructuralmente a XRCC4 y juntos forman el andamiaje
necesario para proteger la DSB y permitir el reclutamiento de la ligasa de ADN IV para
procesar y reparar la rotura (Ahnesorg et al, 2006). La ligasa de ADN IV puede ligar
tanto hebras de ADN con extremos romos o salientes compatibles (Grawunder et al,
1997) como algunas hebras con extremos incompatibles o que conservan huecos de
varios nucledtidos en su secuencia (Tsai et al, 2007; Gu et al, 2007). Ademas, este
complejo tiene la capacidad de poder ligar una cadena del ADN independientemente
de la otra, lo que permite que la maquinaria de procesamiento actue a la vez que la de
ligacién (Ma et al, 2004).
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Figura 7. Reparacion de DSBs por la ruta de la recombinacion no homdloga o union de extremos no
homologos (NHEJ). Figura modificada a partir de Rahimian et al, 2020.

El proceso de NHEJ es complejo y en él intervienen, ademds de los factores
mencionados, otros como la proteina PAXX, que promueve el ensamblaje de factores
clave de la NHEJ en los sitios dafados, regula la actividad de la polimerasa de ADN A, y
estimula la actividad de la ligasa IV (Tadi et al, 2016; Craxton et al, 2018).

2.2.Recombinacion homédloga (HR)

Las DSBs también se pueden reparar por recombinacién homdéloga cldsica (c-HR, en
adelante HR), la ruta de reparacion esencial de las fases Sy G2 del ciclo celular ya que
requiere la presencia de una cromatida hermana cuya secuencia de ADN, homodloga a
la secuencia dafiada, sirva de molde para la reparacién (Figura 8). Por tanto, a
diferencia de la NHEJ, la HR es un mecanismo libre de errores (Bhattacharjee & Nandi,
2016). Por otra parte, la HR también tiene un papel clave en fenédmenos como la
meiosis o el mantenimiento de los telémeros (San Filippo et al, 2008).

En las primeras fases de la HR, el complejo MRN (formado por las proteinas
MRE11, RAD50 y NBS1) juega un papel crucial. Tras producirse la DSB, este complejo
se une a los puntos de rotura y mantiene préximos los extremos del ADN mediante la
interaccion entre las diferentes subunidades de RAD50 (Hopfner et al, 2002; Lafrance-
Vanasse et al, 2015). Ademas, permite el reclutamiento y activacion de otros factores
implicados en la cascada de sefializaciéon de respuesta al dafio, como la quinasa ATM,
gue interacciona directamente con NBS1 (Lee & Paull, 2005, 2004). ATM se encarga de
fosforilar numerosos sustratos que intervienen en la sefializacion de los dafios en el
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ADN, como la histona H2AX, cuya fosforilacion es un marcador temprano de la
presencia de DSBs en la cromatina, asi como otras proteinas implicadas en distintas
etapas de la HR (Li et al, 2000; Matsuoka et al, 2007; Savic et al, 2009; Wang et al,
2013a).

Para que tenga lugar la reparacion de los dafos en el ADN por HR es necesario que
se generen extremos con salientes 3’-hidroxilo de cadena sencilla a ambos lados del
punto de rotura. Con este fin tiene lugar una reseccion inicial en la que participa la
subunidad MRE11 del complejo MRN, cuya actividad nucleasa permite procesar los
extremos dafados. En este paso no sélo interviene este complejo, sino también CtIP y
BRCA1 (Huertas, 2010; Cejka & Symington, 2021). La ligasa de ubicuitina BRCA1
interacciona con CtIP y lo poliubicuitila, lo que resulta esencial para su reclutamiento
en los sitios de dafio en el ADN vy la apropiada reseccidon (Chen et al, 2008; Yu et al,
2006; Yun & Hiom, 2009). Se forma asi un complejo MRN/CtIP/BRCA1 que lleva a cabo
una reseccion corta a ambos lados de la rotura. Posteriormente, esta reseccidon se
amplia y acelera por medio de otras nucleasas como EXO1, la nucleasa/helicasa DNA2
y la helicasa BLM, formandose asi tramos mas largos de ADN monocatenario (Cejka &
Symington, 2021). En todo este proceso intervienen ademas las quinasas ATM y ATR,
miembros de la familia de proteinas quinasas PIKKs, que modulan la actividad de
algunas de las proteinas que intervienen en la reseccidon, como el complejo MRN, EXO1
y DNA2 (Jasin & Rothstein, 2013; Symington & Gautier, 2011).

Los segmentos generados de ADN de cadena sencilla se cubren rapidamente con la
proteina RPA, que estabiliza y protege estas estructuras monocatenarias de la accién
de las nucleasas. No obstante, para que continle el proceso de reparacion, RPA debe
ser desplazada y sustituida por la recombinasa RAD51. Dado que RPA se une con
mayor afinidad que RAD51 a las secuencias de ADN de cadena sencilla, se requiere la
accién adicional de proteinas mediadoras. En concreto la proteina BRCA2, que es
reclutada en la DSB a través de BRCA1, y pardlogos de RAD51, entre otros (Sun et al,
2019; Talens et al, 2017). Una vez que la recombinasa RAD51 se une establemente al
ADN monocatenario, los filamentos nucleoproteicos generados pueden invadir la
cromatida hermana para buscar la correspondiente secuencia homodloga. Se forma
entonces una estructura D-loop en la que el extremo 3’ de la hebra invasora actua
como cebador a partir del cual la polimerasa de ADN sintetiza la nueva hebra usando la
homodloga como molde (Rahimian et al, 2020). Finalmente, las estructuras generadas
se pueden resolver con o sin intercambio de informacion genética culminando asi la
reparacion de la DSB (Hartlerode & Scully, 2009).
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Figura 8. Reparacion de DSBs por la ruta de la recombinacion homadloga (HR). Figura modificada a
partir de una modificacién realizada por Ferndndez Avila, 2016 de Hartlerode & Scully, 20009.

La eleccidn de la ruta de reparacion (NHEJ o HR) depende fundamentalmente del
ciclo celular. Para llevar a cabo la HR se requiere la presencia de cromatidas hermanas,
las cuales se generan durante la replicacion del ADN que tiene lugar en la fase S.
Ademas, las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) regulan la actividad de diversos
sustratos que intervienen en la reseccién de las hebras del ADN (Ceccaldi et al, 2016).
La formacion de ADN de cadena sencilla extendido en los puntos de rotura favorece la
HR y evita la reparacién mediada por NHEJ, ruta en la que la reseccién es minima o
inexistente. En la regulacion de este proceso juega un papel fundamental la
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fosforilacion de CtIP. En las fases S y G;, las CDKs fosforilan a CtIP en diferentes
residuos, estimulando asi la reseccion (Wang et al, 2013). Estas fosforilaciones no sélo
aumentan su actividad, sino que también incrementan su interaccion con BRCA1l
(Huertas & Jackson, 2009; Yu & Chen, 2004), lo cual, como indicamos anteriormente,
resulta esencial para la reseccion inicial. Esta regulacion dependiente de CDKs también
afecta a otros actores clave de la HR, como EXO1 (Tomimatsu et al, 2014). En cambio,
la NHEJ se favorece por la localizacién de KU70/KU80 en los extremos rotos del ADN,
que los protege y evita la reseccién (Kieffer & Lowndes, 2022).

Otros factores importantes para la eleccidn de la ruta de reparacion son 53BP1 y
BRCA1, que exhiben papeles antagdnicos en la reparaciéon de las DSBs. 53BP1 se asocia
con RIF1 y el complejo Shieldin en las DSBs en la fase G1 para proteger los extremos del
ADN roto, promoviendo asi la NHEJ, mientras que BRCA1 promueve la reseccion de los
extremos rotos a través de su interaccidn con CtIP en las fases S/G,, estimulando la HR.
Ademas, aparte de las diferentes fosforilaciones, otros tipos de modificaciones post-
traduccionales como la metilacidn, la acetilacion o la ubicuitilacidn, entre otras, tanto
en las histonas como en los propios factores que intervienen en la NHEJ/HR, también
influyen en la determinacion de la ruta de reparaciéon del dafio (Ray & Raghavan, 2021;
Cejka & Symington, 2021).

2.3.El complejo MRN

Como hemos mencionado anteriormente, el complejo formado por las proteinas
MRE11, RAD50 y NBS1, denominado complejo MRN, tiene un papel esencial en la
respuesta a los danos en el ADN. Estd entre los primeros sensores de las DSBs,
interviniendo tanto en el reconocimiento de la lesion, como en la sefializacion, el
procesamiento y la reparacion de la misma (Oh & Symington, 2018; Rupnik et al, 2010;
Williams et al, 2010). Para llevar a cabo esta variedad de funciones, el complejo
presenta distintas actividades desde un punto de vista bioquimico, entre las que
destacan: la hidrdlisis de ATP, la capacidad para interaccionar con moléculas de ADN y
de ejercer como puente entre ellas, las actividades endonucleasa y exonucleasa y la
interaccion con otras proteinas efectoras (Bian et al, 2019).

e Estructura de los componentes del complejo MRN

El complejo MRN es un complejo heterohexamérico compuesto por dos
subunidades de la proteina MRE11, dos de RAD50 y dos de NBS1. El nucleo catalitico
del complejo estd formado por las dos subunidades de MRE11 y por los dominios
ATPasa de RAD50, constituyendo en conjunto la zona de unién y procesamiento del
ADN (Bian et al, 2019). MRE11 y RAD50 estdan ampliamente conservados
filogenéticamente, mientras que NBS1 sdlo se encuentra en eucariotas, actuando
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como proteina de andamiaje fundamental para la interacciéon con otras proteinas
(Rahman et al, 2020).

MRE11 es wuna proteina que pertenece a la superfamilia de las
metalofosfoesterasas similares a la calcineurina (Matange et al, 2015). Posee un
dominio fosfodiesterasa N-terminal (Figura 9A) con actividad exonucleasa 3’-5’
dependiente de Mn?* capaz de procesar moléculas bicatenarias de ADN, y actividad
endonucleasa capaz de procesar ADN de cadena sencilla, siendo ambas funciones
claves para la reseccion de los extremos rotos del ADN (Buis et al, 2008). Este dominio
coordina los dos iones Mn?* requeridos para la actividad catalitica de la proteina a
través de 7 residuos conservados. Ademas, facilita la dimerizacion de las dos
subunidades de MRE11 del complejo e incluye los sitios de unidn a NBS1, por lo que no
s6lo es responsable de la actividad nucleasa de la proteina, sino que también
contribuye al ensamblaje y estabilizaciéon del propio complejo (Hopfner et al, 2001;
Schiller et al, 2012). Cerca de esta regién se localiza un dominio cap que puede
provocar el desenrollamiento de la doble hélice del ADN con el fin de orientarla
correctamente para la reseccion (Williams et al, 2008). Por su parte, la regién C-
terminal posee un dominio de unién a RAD50 y dos dominios de unién al ADN
(Lafrance-Vanasse et al, 2015). Por tanto, MRE11 interacciona con NBS1 y RAD5O0,
mientras que estos no interaccionan directamente entre si para constituir el complejo.
Asimismo, esta regién C-terminal estd sujeta a modificaciones post-traduccionales,
como la metilacidn de los residuos de arginina presentes en ciertas secuencias ricas en
glicina/arginina, que se ha demostrado importante para la actividad exonucleasa de la
proteina y la activacion de la quinasa ATR (Déry et al, 2008; Yu et al, 2012). Por tanto,
MRE11 es un componente esencial tanto para la formacién del complejo MRN como
para la unidn al ADN vy la actividad enzimatica del propio complejo (Lamarche et al,
2010).

RAD50 es un miembro de la superfamilia de proteinas ATPasas de tipo ABC (del
inglés ATP-binding cassette). Por su conformacion, pertenece también a la familia de
proteinas para el mantenimiento estructural de los cromosomas (SMC, por sus siglas
en inglés) (Hopfner & Tainer, 2003; Tatebe et al, 2020). Se trata del componente de
mayor tamafio del complejo MRN, con 1312 aminodcidos frente a los 708 de MRE11 y
los 754 de NBS1. En los extremos N-terminal y C-terminal de RAD50 se encuentran los
subdominios con actividad ATPasa (Figura 9B), que cuando se pliegan generan el
dominio completo (Hopfner et al, 2000). Ademds, estas regiones contienen los motivos
Walker Ay Walker B, que son fundamentales para la unién a nucleétidos (Rojowska et
al, 2014). Entre ambos subdominios de la proteina se extiende una regidon amplia de
hélices superenrolladas antiparalelas que posee un motivo central CXXC que coordina
Zn?* (gancho de zinc o zinc-hook). Esta estructura media la dimerizacién, dependiente
de Zn?*, de las subunidades de RAD50 y permite la formacién de puentes flexibles a
diferentes distancias, lo que resulta esencial para mantener juntos los extremos rotos
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del ADN en el proceso de reparacion (Hopfner et al, 2002; Park et al, 2017). La
conformacidon de RAD50 en el complejo depende de la unién a moléculas de ATP,
como veremos a continuacion. La interaccion entre RAD50 y MRE11 ocurre a través de
los dominios de unién especificos situados a ambos lados de la regiéon de hélices
superenrolladas. El complejo funcional formado por los dimeros de estas dos proteinas
(Ilamado MR o M2R;) se ha conservado en los 3 dominios de la vida, lo que refleja el
papel critico que ambos componentes desempefian en la célula (Mockel et al, 2012;
Lim et al, 2011).

A) MRE11 N =={ Fosfodiesterasa

Gancho

de zinc
. ATPasa C
Hélices Hélices

B) RAD50 N - Atpasa

superenrolladas superenrolladas
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C) NBS1 N |BRCTL {{ BRCT2 |= 50 it el C

Figura 9. Representacion esquematica de los dominios principales de MRE11, RAD50 y NBS1. DBD:
DNA-binding domain. FHA: fork-head associated domain, BRCT: breast cancer-associated 1 C-terminal
domain. Figura modificada a partir de Bian et al, 2019.

Como ya hemos indicado, la proteina NBS1 o nibrina, codificada en humanos por el
gen NBN, es la subunidad del complejo MRN especifica de los eucariotas. En su
extremo N-terminal posee un dominio FHA y dos dominios BRCT en tandem (Figura
9C), que son importantes para la interaccién con multiples proteinas fosforiladas
(Lafrance-Vanasse et al, 2015). Estos dominios estan ampliamente conservados entre
proteinas nucleares eucariotas implicadas en procesos como los puntos de control del
ciclo celular y la reparacidn del ADN. A través de ellos, NBS1 es capaz de interaccionar
con proteinas basicas en la sefializacidn, reparacion y respuesta a danos en el ADN
como y-H2AX, MDC1 o CtIP (Saito et al, 2013). Aunque el resto de su estructura estd
menos definida, se sabe que el extremo C-terminal posee otras regiones criticas para
la interaccién con MRE11, ATM, RNF20 o RAD18 (Schiller et al, 2012; Saito et al, 2013;
Lee & Paull, 2004). Ademas de estas regiones, NBS1 presenta motivos Ser-Gln (SQ) en
su zona central, que son secuencias consenso de fosforilacion por ATM o ATR. Los
residuos de esta region estan altamente conservados en vertebrados y tienen un papel
importante en la transduccion de sefiales que ocurre durante la respuesta a dafos en
el ADN (Saito et al, 2013; Qiu & Huang, 2021).
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e Principales funciones del complejo MRN

El complejo MRN interviene en diferentes eventos celulares, de entre los que
destaca la respuesta a las DSBs. En este ambito, el papel del complejo ha sido
ampliamente estudiado, interviniendo tanto en la deteccién de las DSBs como en la
sefializacion, el procesamiento y la reparacién de las mismas. Cuando se produce el
dafio en el ADN, el complejo MRN reconoce y se une rapidamente a las DSBs. Asi, es
reclutado en los sitios dafados a través de y-H2AX y RAD17, los cuales interaccionan
con NBS1 (Kinner et al, 2008; Wang et al, 2014a). Una vez unido, el complejo MRN
recluta a su vez a otras proteinas implicadas en la respuesta a los dafios en el ADN,
incluyendo la quinasa ATM, que también interacciona con NBS1. Tras su activacion por
autofosforilacion, ATM fosforila otras proteinas diana para iniciar nuevas rutas de
sefializacion. Entre sus sustratos se encuentran los componentes del propio complejo
MRN y MDC1, que a su vez reclutard mas moléculas de MRN en las DSBs, amplificando
asi la sefalizacién en un bucle de retroalimentacién positiva esencial para la
reparacion del dafio (Syed & Tainer, 2018; Qiu & Huang, 2021).

En los puntos de rotura, el complejo MRN desempefia otro papel fundamental ya
gue mantiene préximos los extremos rotos y actia como puente entre distintas
moléculas de ADN. Estas funciones se llevan a cabo gracias a la estructura de RAD50,
concretamente, a las regiones de hélices superenrolladas antiparalelas que culminan
en el gancho de zinc (Hopfner et al, 2002; Lafrance-Vanasse et al, 2015). Estas regiones
permiten la interaccidon entre diferentes subunidades de RADS5O0, propiciando la
formacién de puentes entre la molécula de ADN rota y su correspondiente en la
cromatida hermana. De esta manera, contribuye a la posterior creacién de las
estructuras D-loop, comunes en el proceso de HR. Asimismo, también podria facilitar el
alineamiento y aproximacion de los extremos de ADN rotos que vayan a ser reparados
por NHEJ (Bian et al, 2019).

La localizacion del complejo MRN en las DSBs es uno de los eventos que dirige la
reparacion de la rotura por HR. Como describimos anteriormente, para que este
fendmeno tenga lugar es necesario que a ambos lados del punto de rotura se generen
regiones amplias de cadena sencilla con salientes 3’-hidroxilo. Debe ocurrir, por tanto,
una degradacion de los extremos 5 a ambos lados de la rotura, dependiente de
MRE11. Segun el modelo generalmente aceptado (Figura 10), el complejo MRN inicia
la reseccién mediante la actividad endonucleasa de MRE11, que genera un corte en el
interior de las hebras a degradar a ambos lados de la DSB. A continuacién, partiendo
de ese corte, MRE11 en colaboracidon con CtIP digiere las hebras gracias a su actividad
exonucleasa en direccién 3’-5’ hacia la DSB (Liu & Huang, 2016). Tras esta reseccién
inicial, que genera un primer fragmento corto de ADN monocatenario, se incorporan
otras enzimas con actividad nucleasa como EXO1 o DNA2 quienes, junto a BLM y otros
factores, ampliaran la reseccién en sentido 5’-3’ hacia el interior de las hebras de ADN.
Asi, las hebras de cadena sencilla generadas con salientes extensos 3’-hidroxilo
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continuaran la reparacion via HR (Cejka & Symington, 2021). En este proceso de
reseccion amplia se ha propuesto otra funcién para el complejo MRN independiente
de su actividad catalitica. Se ha visto que la nucleasa EXO1 es inhibida de manera
potente por la uniéon de RPA a las regiones de ADN monocatenarias que se van
generando durante la digestion (Myler et al, 2016; Genschel & Modrich, 2003). Se cree
que el complejo MRN podria interaccionar con EXO1 y desplazarse junto con la
maquinaria de reseccién para evitar la inhibicion inducida por RPA (Myler et al, 2017).

3 DSB ¥

l Ctip
j Complejo MRN
5 =
: = ¥

3'>5
6---_
; & ;
3 5
————
MRE11
P55 EXO1/DNA2/BLM
553
----- >
= Basssreand iR S
RPA 5
< -----
EXO1/DNA2/BLM
5 >3 l

HR

Figura 10. Procesamiento de los extremos de una DSB durante la HR. El complejo MRN, junto a CtlP,
inicia la reseccion por medio de un corte interior en las hebras a degradar, que son procesadas primero
en sentido 3’-5’ (se muestra sélo a MRE11 para simplificar). A continuacidn, otros factores extienden la
reseccion en direccion 5’-3’, generando amplios salientes 3’-hidroxilo que son cubiertos por la proteina
RPA y contintan la reparacion por HR. Figura modificada a partir de Shibata et a/, 2018.

Sin embargo, este modelo no explica por qué los extremos 3’ generados en la DSB
no son también degradados por la actividad exonucleasa de MRE11l. Un estudio
reciente (Cannavo et al, 2019) pone el foco sobre la regulacién que RAD50 ejerce
sobre la actividad nucleasa de MRE11, a través de su funcion ATPasa. El complejo MRN
no es un complejo estructuralmente estatico, sino que experimenta cambios
conformacionales cuando el dominio ATPasa de RAD50 une ATP (Figura 11). Cuando
esto ocurre, las hélices superenrolladas antiparalelas de las dos subunidades de RAD50
se pliegan entre ellas y forman una estructura compacta vy rigida. Esta conformacién
“cerrada” permite acomodar la doble hélice del ADN, pero bloquea el acceso de la
misma a los sitios activos del dimero de MRE11. Cuando se produce la hidrdlisis del
ATP, la estructura rigida desaparece y las subunidades de RAD50 recuperan un estado
mas flexible y relajado. En esta conformacién “abierta”, los sitios activos de MRE11
qguedan libres para albergar las hebras de ADN y poder ejercer su actividad nucleasa
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(Liu et al, 2016a). Por tanto, el ciclado entre ambas conformaciones del complejo MRN
es clave en la regulaciéon de la actividad nucleasa de MRE11.

Conformacion “abierta” Conformacion “cerrada”
U o
RADS50 RADS50 Unién RADS0 RADS0
R e
* ATP
Hidrolisis
o )
N & L M
R < Y
NBS1 NBS1 NBS1 NBS1

Figura 11. Cambio de conformacion del complejo MRN dependiente de ATP. Cuando los dominios
ATPasa de las moléculas de RAD50 no unen ATP, el complejo presenta una conformacion “abierta” que
permite el acceso del ADN a los sitios activos de MRE11 y, por tanto, su procesamiento. La unién del ATP
hace que el complejo adopte una conformacion “cerrada” que impide al ADN acceder a los sitios activos
de MRE11. La hidrolisis del ATP permite el paso de la conformacién “cerrada” a la “abierta”, regulando
asi la actividad del complejo. Figura modificada a partir de Bian et al, 2019.

El complejo MRN también actia en la reparacién de los extremos de ADN que
presentan aductos de proteinas (Deshpande et al, 2016). Es capaz de procesar y
separar complejos proteicos unidos covalentemente al ADN genémico, como ocurre
con las topoisomerasas (Aparicio et al, 2016). Asimismo, el complejo también parece
intervenir en la reparacion de las DSBs que presentan estructuras de horquilla en sus
extremos (Li et a/, 2017; Runge & Li, 2018).

En lo que se refiere a la NHEJ, el papel del complejo MRN estd menos definido.
Principalmente, participa a través de la actividad nucleasa de MRE11 en los pasos de
reseccion iniciales que tienen lugar en las formas alternativas de NHEJ dependientes
de reseccion y busqueda de regiones de microhomologia para la reparacién. En estas
rutas, ademas de MRE11, también intervienen otros componentes de las vias de HR y
NHEJ cldsicas como CtIP, BRCA1, EXO1 o Artemis, entre otros (Sharma et al, 2015;
Dutta et al, 2017; Biehs et al, 2017; Rass et al, 2009).

Por otro lado, el complejo MRN también participa en el procesamiento de las
horquillas de replicacion fallidas. El estrés replicativo puede provocar una
ralentizacidn, atasco o colapso de la horquilla de replicacidon. Estas situaciones derivan
de fendmenos como el dafio en el ADN, la formacion de estructuras anormales en el
ADN, la aparicion de aductos proteina-ADN o los hibridos ADN-ARN (Zeman &
Cimprich, 2014). Cuando tiene lugar la parada o el colapso de la horquilla, el complejo
MRN se une a estas zonas y promueve la activacion de ATR, quinasa fundamental en la
respuesta a estrés replicativo, y el reinicio de la replicacion (Oakley et al, 2009; Gatei et
al, 2014). Para ello, la actividad nucleasa del complejo produce la reseccién de las
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hebras de ADN nacientes permitiendo la liberacidén del replisoma de la zona colapsada
(Aze et al, 2013). Sin embargo, la reseccidon debe estar bien regulada para evitar una
degradacidon excesiva de la horquilla debida a la actividad exonucleasa de MRE11
(Hashimoto et al, 2010; Vallerga et al, 2015). Asi, otras proteinas colaboran en la
regulacion de esta reseccion, por ejemplo BRCA2, que frena la digestion de las hebras
de cadena sencilla nacientes promoviendo en ellas la formaciéon de nucleofilamentos
de RAD51 (Kolinjivadi et al, 2017; Schlacher et al, 2011).

También se ha descrito la implicacidon del complejo MRN en los teldmeros. Estas
estructuras constan de secuencias de ADN repetitivas y no codificantes que protegen
los extremos de los cromosomas eucariotas ante la posible pérdida de la informacién
genética contenida en las regiones préximas a ellos. Debido a las limitaciones de las
polimerasas de ADN que intervienen en el proceso de replicacion, los teldmeros van
acortando su longitud en cada ciclo de replicacién y divisién celular hasta alcanzar una
longitud critica, momento en el que la célula entra en senescencia o en apoptosis
(Lamarche et al, 2010). Los telémeros estan protegidos por un conjunto de proteinas
que forman el complejo shelterin, las cuales generan una envoltura nucleoproteica que
estabiliza los extremos de los cromosomas. En este contexto, el complejo MRN
colabora con el complejo shelterin para evitar que los extremos del cromosoma sean
tratados como DSBs y por tanto “reparados”, lo que favorece la estabilidad gendmica
(Marcand, 2014; Marcomini & Gasser, 2015). Cuando los teldmeros se vuelven
disfuncionales, por ejemplo, debido a la disrupcidn de algin componente del complejo
shelterin, son reconocidos como DSBs, provocando la activacion de la sefalizacién de
respuesta a danos en el ADN. Asi, pueden tener lugar fusiones cromosdmicas producto
de la “reparacion” de los telémeros por NHEJ (Celli & de Lange, 2005). En este caso, el
complejo MRN intervendria en la deteccién y sefializacion via ATM de estos teldmeros
disfuncionales. Ademas, dependiendo de la etapa del ciclo celular y la estructura
especifica que presenten los teldmeros, MRN podria promover o suprimir la fusion
mediada por NHEJ (Lamarche et al, 2010), favoreciendo o no la inestabilidad
gendmica, respectivamente.

El complejo MRN interviene asimismo en la deteccion, sefalizacién y defensa
contra las infecciones virales (Stracker et al, 2002). Este complejo, junto a otras
proteinas, detecta la presencia de ADN viral e inicia una cascada de sefalizacion
vinculada al dafio en el ADN y a la respuesta inmune innata (Lilley et al, 2007). Como
sabemos, cuando se produce un dafio en el ADN celular, la activacién de ATM por MRN
se amplifica a una regién de mas de una megabase, lo que conlleva la formacion de los
focos de dafio en el ADN, la parada del ciclo celular y la reparacion del dafio (Polo &
Jackson, 2011). Sin embargo, cuando tiene lugar una infeccién viral, la unién de MRN al
ADN del virus activa una respuesta local mediada por ATM, debido al pequefio tamafio
del ADN virico. Esta senalizacion local evita la parada del ciclo celular y la induccién de
una respuesta a danos en el ADN global cuando se da la infeccién, lo que permite a la
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célula distinguir entre la sefializacidén derivada del dafio en su genoma de la derivada
de un ADN exdgeno. En este caso, el resultado sera la inhibicion de la replicacién del
ADN virico (Shah & O’Shea, 2015).

El reconocimiento y uniéon del complejo MRN al ADN del virus ocurre en el
citoplasma e induce la produccién de interferén de tipo | a través de la activacién del
factor nuclear kB (NF-kB), que a su vez estimula diferentes proteinas implicadas en la
produccién de ese mediador de la respuesta inmune (Kondo et al, 2013). Sin embargo,
ciertas proteinas codificadas por el genoma virico pueden asociarse a MRN (y a otras
proteinas implicadas en la reparacion de dafos en el ADN de la célula hospedadora) e
inactivarlo a través de su relocalizacién y degradacion por medio de modificaciones
post-traduccionales como la SUMOilacién y la ubicuitilacién (Stracker et al, 2002; Sohn
& Hearing, 2012; Liu et al, 2005).

e Patologias asociadas a defectos en el complejo MRN

Las mutaciones en genes esenciales para la respuesta a los dafos en el ADN que
afectan al nivel de las proteinas o a su funcionalidad se han relacionado de manera
clara con el cancer y otras enfermedades (Romero-Laorden & Castro, 2017; Chae et al,
2016; Knijnenburg et al, 2018; Vineis et al, 2009). En este sentido, diversas mutaciones
en los genes de los componentes del complejo MRN también se han vinculado con
multiples escenarios patoldgicos. De hecho, la disrupciéon de estos genes provoca
letalidad embrionaria en ratones (Xiao & Weaver, 1997; Luo et al, 1999; Zhu et al,
2001), lo que demuestra el papel fundamental que este complejo desempefa en la
supervivencia celular. En humanos, las mutaciones hipomérficas en cualquiera de los
genes que codifican las proteinas del complejo pueden causar patologias asociadas con
la inestabilidad genédmica (van den Bosch et al, 2003).

Tal vez el fenotipo patolégico mas clasico asociado a un defecto en MRN es el
sindrome de rotura de Nijmegen (NBS, del inglés Nijmegen break syndrome), una
enfermedad rara autosémica recesiva causada por mutaciones hipomorficas del gen
NBN, que codifica la proteina NBS1. Entre sus caracteristicas clinicas destacan
microcefalia, inmunodeficiencia, retraso mental y de crecimiento, radiosensibilidad y
una mayor predisposicion a padecer infecciones y cancer, particularmente el linfoma
no Hodgkin de células B (Chrzanowska et al, 2012; Digweed & Sperling, 2004). La
mutacion mas comunmente observada en los pacientes de NBS es la 657del5, una
delecién de 5 nucleétidos en el exén 6 de NBN, que genera dos formas truncadas de la
proteina original: un fragmento N-terminal de aproximadamente 26 kDa (p26) y otro
C-terminal de 70 kDa (p70) (Maser et al, 2001). El fragmento p26 abarca desde el
aminodcido 1 al 218 de NBS1, lo que incluye el dominio FHA y el primer dominio BRCT,
mientras que el fragmento p70 comprende del aminodacido 221 al final de la secuencia.
Este incluye, por tanto, el segundo dominio BRCT y otras regiones que permiten la
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interaccion con proteinas clave como MRE11 o ATM, ademas de sitios de fosforilacidon
importantes en la respuesta a los dafios en el ADN. En consecuencia, p70 mantiene
algunas de las funciones de la proteina. Es capaz de interaccionar con MRE11, lo que
resulta esencial, pero la escision de las regiones BRCT en tdndem probablemente
dificulta la interaccidn con otras proteinas fosforiladas (Kim et al, 2017; Wu et al, 2000;
Becker et al, 2006).

También se han descrito otras mutaciones que generan formas truncadas de NBS1
en distintos tipos de tumores (Ebi et al, 2007; Varon et al, 1998; Watanabe et al,
2009a; Huang et al, 2008). Estas formas incompletas de la proteina carecen de
distintas longitudes del extremo C-terminal, por lo que los sitios de interaccidn para
MRE11 o ATM suelen estar ausentes en los mutantes. Asimismo, se han documentado
multitud de otros tipos de mutaciones, sobre todo puntuales, encontradas en diversos
tipos de cdancer, destacando en meduloblastomas, glioblastomas y carcinoma
hepatocelular. Suelen afectar a la interaccién con proteinas fosforiladas, dificultando
asi la respuesta a los dafios en el ADN y la reparacion (Rahman et al, 2020).

Respecto a RAD50, se ha documentado una mutacidon hipomorfica en su gen que
provoca un trastorno similar al sindrome de rotura de Nijmegen (NBSLD, del inglés
Nijmegen break syndrome-like disorder), de caracteristicas equivalentes a las del
propio NBS (Waltes et al, 2009). Asimismo, se han observado ciertas mutaciones, como
deleciones, mutaciones puntuales o formas truncadas de la proteina, entre otras, en
distintos tipos de cdncer, como en el endometrial, de vejiga, de ovario o de mama.
Estas mutaciones suelen afectar a la actividad ATPasa de RADS50, asi como a la
estructura y demas funciones del propio complejo MRN (Rahman et al, 2020).
También, se ha mostrado en modelos de ratén la importancia del dominio de gancho
de zinc. Cuando se presentan en homocigosis mutaciones que inactivan dicho dominio,
el fenotipo resulta letal, mientras que en heterocigosis propician la aparicién de
tumores hepdticos, entre otros efectos (Roset et al, 2014).

Por ultimo, en el caso de MRE11, las mutaciones que afectan a su actividad
nucleasa, a su estructura, a la interaccion con los demas componentes del complejo o
a los niveles de la proteina, entre otras, se han relacionado con fenotipos patoldgicos.
Ciertas mutaciones hipomdrficas en el gen MRE11 humano conducen al trastorno
similar a la ataxia-telangiectasia (ATLD, del inglés ataxia-telangiectasia-like disorder),
una enfermedad autosémica recesiva que se caracteriza por alteraciones del
desarrollo, inmunodeficiencia y neurodegeneracion, ademas de una mayor
sensibilidad a la radiacidon ionizante. Estas caracteristicas son similares a las que
provoca la deficiencia de ATM, responsable de la aparicién de ataxia-telangiectasia
propiamente dicha (Rahman et al, 2020; Taylor et al, 2004; Stewart et al, 1999).
También se han descrito mutaciones esporadicas de MRE11 en diferentes tipos de
cancer, como en el colorrectal, de mama y de ovario. Estas mutaciones incluyen, entre
otras, variantes de splicing inestables que conllevan menores niveles de la proteina,
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deleciones, cambios puntuales en la secuencia aminoacidica o formas truncadas
(Rahman et al, 2020).

Dado el papel indispensable del complejo MRN en la respuesta a los dafios en el
ADN, en su reparacién y en el mantenimiento de la estabilidad gendmica, las proteinas
de este complejo se podrian calificar como supresoras tumorales. En células normales,
este complejo evita la acumulacién de dafios en el ADN que traerian consigo
fenédmenos de inestabilidad gendmica, los cuales pueden derivar, como acabamos de
describir, en diferentes patologias, entre ellas, el cancer. Sin embargo, en células
tumorales, la actividad eficiente del complejo también podria contribuir a Ia
supervivencia celular y a los fendmenos de resistencia a diferentes tratamientos (Bian
et al, 2019). Estos hechos ponen de manifiesto la importancia de MRN en el
mantenimiento de la estabilidad del genoma, sea este normal, lo cual es positivo, o
tumoral, constituyendo entonces un obstaculo para el éxito del tratamiento.
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3. La ubicuitilacion de proteinas

La ubicuitilacién, definida como el proceso por el cual una molécula de ubicuitina
se une covalentemente a una proteina diana, es una modificacidn post-traduccional
fundamental en la regulacién y el mantenimiento de la homeostasis celular. Las
proteinas ubicuitiladas pueden seguir diferentes caminos: pueden ser degradadas por
el proteasoma o por la via de la autofagia/lisosoma, pueden alterar su localizacion
subcelular, pueden modificar su actividad o regular sus interacciones con otras
proteinas (Popovic et al, 2014; Chen & Sun, 2009). De entre todos ellos, la eliminacidn
de proteinas ubicuitiladas es probablemente el fendmeno mds estudiado. La
degradacion proteica permite la destruccién de proteinas dafiadas o mal plegadas,
recicldndose los aminoacidos que las componen en la sintesis de otras nuevas.
También regula los niveles de determinados sustratos, lo que es clave para el
desarrollo de multiples procesos como el ciclo y la division celular, el crecimiento o la
diferenciacién (Pickart, 2004; Popovic et al, 2014).

Las importantes funciones que cumple la degradacién de proteinas hacen que su
desregulaciéon pueda contribuir de manera sustancial a la transformacién tumoral. La
estabilizacién inadecuada de determinadas oncoproteinas o la degradacién excesiva
de proteinas supresoras de tumores, debido a disfunciones en la maquinaria de
degradacion o en los sustratos, entre otros elementos, puede afectar notablemente al
normal funcionamiento de la célula. Por ello, el estudio de los mecanismos de
ubicuitilacién y de degradacion proteica suscitan un gran interés dado su posible papel
en el tratamiento del cancer y otras patologias.

3.1.Diversidad de la ubicuitilacion

El elemento bdsico del proceso de ubicuitilacidon es la molécula de ubicuitina, una
proteina de pequefio tamafio (76 aminoacidos, lo que le otorga un peso de alrededor
de 8,6 kDa) evolutivamente muy conservada entre los eucariotas. También existen
proteinas similares a la ubicuitina (UBLs), como por ejemplo SUMO, NEED8 o I1SG15
que, al igual que la propia ubicuitina, intervienen en diversos procesos bioldgicos tales
como la autofagia, la reparacién de los danos en el ADN, la apoptosis o la regulacion
del ciclo celular, entre otros (Schwartz & Hochstrasser, 2003).
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Figura 12. Diferentes formas de ubicuitilacion de una proteina sustrato. MPTs: modificaciones post-
traduccionales. Figura modificada a partir de Pérez Berrocal et al, 2020.

Las moléculas de ubicuitina pueden unirse a las proteinas diana de maneras muy
diversas (Figura 12), generando estructuras variadas con diferentes implicaciones
bioldgicas. La forma mds basica de ubicuitilacion consiste en la uniéon de una Unica
molécula de ubicuitina a la proteina sustrato, lo que se denomina monoubicuitilacion.
Este fendmeno puede tener lugar en un Unico residuo de la proteina o en varios
residuos a la vez, en cuyo caso hablariamos de multimonoubicuitilacién. Por otro lado,
las ubicuitinas pueden unirse a la proteina sustrato formando cadenas de longitud
variable, lo que se conoce como poliubicuitilacién. Dichas moléculas de ubicuitina
pueden enlazarse entre si a través de diferentes residuos: la metionina inicial (M1) y
un total de 7 residuos de lisina (K6, K11, K27, K29, K33, K48 y K63). Cuando las
ubicuitinas se unen a través del mismo aminoacido generan cadenas homogéneas,
mientras que cuando se unen a través de residuos diferentes producen cadenas
mixtas. También puede ocurrir que en una cadena de poliubicuitinas aparezcan
ramificaciones, cuando a la misma ubicuitina se le une mas de una molécula adicional
a través de diferentes residuos. Ademas, las cadenas generadas pueden adoptar
distintas conformaciones: cuando las ubicuitinas interaccionan entre ellas Unicamente
a través del residuo por el que se unen, presentan una conformacién “abierta”,
mientras que si la interaccion ocurre por medio de mas motivos diferentes presentan
una conformacién “compacta” (Komander & Rape, 2012).

El camino que va a seguir la proteina ubicuitilada dependera, fundamentalmente,
de la longitud de la cadena de ubicuitinas formada y del residuo aminoacidico a través
del cual se hayan producido los enlaces entre las ubicuitinas. Asi por ejemplo, la mono
y multimonoubicuitilacidon suele estar relacionada con la regulacién de la localizacién
de ciertas proteinas y con procesos celulares esenciales como la reparacion de dafios
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en el ADN, la transcripcidon, la apoptosis o la endocitosis (Nakagawa & Nakayama,
2015; Popovic et al, 2014). Respecto a las cadenas de ubicuitinas, las que presentan
enlaces a través de la lisina 48 (K48) y la lisina 63 (K63) son las mejor caracterizadas.
Las ubicuitinas unidas a través de K48 suelen estar relacionadas con la degradacion de
proteinas, en general por la via del proteasoma. Sin embargo, también han sido
descritas en la regulaciéon de la actividad de enzimas especificas (Li & Ye, 2008; Flick et
al, 2006; Kuras et al, 2002). Por el contrario, las ubicuitinas unidas a través de K63
suelen cumplir funciones de sefializacion, afectando a la localizacion de proteinas
especificas, participando en las rutas de reparacion de dafios en el ADN, o
interviniendo en fendmenos de trafico intracelular, entre otros (Pickart & Fushman,
2004; Haglund & Dikic, 2005). No obstante, también pueden intervenir en la
degradacion de proteinas, tanto por la via del proteasoma como por la via autofagica
(Grumati & Dikic, 2018; Ohtake et al, 2018).

Las cadenas de ubicuitinas que presentan enlaces por los otros residuos citados
anteriormente tienen papeles menos definidos. Las uniones a través de K6 se han
vinculado a procesos de reparaciéon del ADN (Morris & Solomon, 2004); las uniones a
través de K11 parecen estar relacionadas con el ciclo celular, concretamente con la
degradacion de ciertos sustratos via proteasoma, facilitando asi la salida de la mitosis
(Matsumoto et al, 2010); y los enlaces a través de K27 se han observado en
condiciones de dafio mitocondrial, colaborando en la autofagia selectiva de la
mitocondria (Geisler et al, 2010). Respecto al rol de las cadenas de ubicuitinas
enlazadas a través de K29 y K33, se han descrito funciones relacionadas con la
degradacion de proteinas y con diferentes fendmenos de sefializacién celular, pero se
requieren estudios mas profundos para definirlas con claridad, al igual que ocurre con
las uniones a través de la metionina 1 (Kulathu & Komander, 2012).

Ademas de unirse por diferentes residuos y generar cadenas de longitud variable,
las moléculas de ubicuitina también pueden presentar a su vez distintas
modificaciones post-traduccionales. Por ejemplo, las ubicuitinas pueden ser acetiladas
o fosforiladas en diferentes residuos. La acetilacidn en las lisinas 6 0 48 puede inhibir la
elongacion de las cadenas sin afectar a la monoubicuitilacién de la proteina sustrato
(Ohtake et al, 2015). Incluso, pueden incorporarse a las cadenas proteinas similares a
la ubicuitina, generando asi cadenas hibridas que amplian ain mas el espectro de
posibilidades que presenta la ubicuitilacién (Pérez Berrocal et al, 2020).

3.2. Maquinaria implicada y mecanismo de accién

En general, el objetivo del proceso de ubicuitilacién es la unidén de una molécula de
ubicuitina a un residuo de lisina de la proteina sustrato a través de un enlace
isopeptidico. Para ello, se requiere la intervencién de 3 enzimas que actlan de manera
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secuencial (Figura 13): la E1 o enzima activadora, la E2 o enzima de conjugacién y la E3
o enzima ligasa de ubicuitina (Hershko et al, 1983).
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Figura 13. Maquinaria enzimatica implicada en la reaccion de ubicuitilacion. Figura modificada a partir
de Smit & Sixma, 2014.

En primer lugar, la molécula de ubicuitina debe activarse en un proceso
dependiente de energia en el que intervienen la enzima E1 y ATP. La unién del ATP a la
enzima E1 mejoraria el acceso de la ubicuitina al sitio de unién en la enzima, al
provocar en esta un cambio conformacional (Pickart, 2001). La ubicuitina genera una
forma intermedia ubicuitina-AMP para, después, unirse por medio del grupo carboxilo
de su glicina 76 al grupo tiol de un residuo de cisteina de la E1 mediante un enlace
tioéster. Asi, cuando la E1 esta plenamente cargada es capaz de portar dos moléculas
de ubicuitina a la vez: una en la forma intermedia ubicuitina-AMP y otra formando el
enlace tioéster. Esta capacidad es muy importante para el proceso de ubicuitilacién, ya
que, por lo general, la cantidad de E1 suele ser menor que la de la siguiente enzima de
la ruta, por lo que la primera debe actuar eficientemente para no limitar el proceso
(Fang & Weissman, 2004).

En segundo lugar, la molécula de ubicuitina es transferida a una enzima E2, la cual
posee un dominio para la unién de la E1 y un dominio para conjugar ubicuitina. En
concreto, la ubicuitina se une de manera transitoria a un residuo de cisteina del sitio
activo de la E2 (Ye & Rape, 2009; Pickart, 2001).

Por ultimo, la enzima E3 se encarga de transferir la ubicuitina cargada en la enzima
E2 a la proteina sustrato, actuando de ligasa de ubicuitina. Las E3 son, por tanto, clave
en el proceso de ubicuitilaciéon ya que reconocen el sustrato de la reaccion, otorgando
asi la especificidad. Se pueden clasificar en 3 grupos: las E3 de tipo HECT, las de tipo
RING (o RING-finger) y las de tipo RBR. Las E3 de tipo HECT poseen en su estructura
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una regiéon por la que pueden interaccionar con la enzima E2 y otra regidon con un
residuo de cisteina capaz de formar enlace con la molécula de ubicuitina. Asi, la
principal caracteristica que distingue a este tipo de enzimas E3 es que son capaces de
unir la ubicuitina portada por la E2 como paso previo a su adicion al sustrato (Sluimer
& Distel, 2018). Por su parte, las E3 de tipo RING no llegan a interaccionar con la
ubicuitina, sino que la transfieren directamente desde la enzima E2 al sustrato,
actuando de puente gracias a su dominio catalitico, denominado dominio RING o U-
box (Deshaies & Joazeiro, 2009; Metzger et al, 2012). Presentan una gran versatilidad,
ya que pueden utilizar una misma enzima E2 durante el proceso de elongacién de la
cadena de ubicuitinas, o utilizar una E2 para la ubicuitilacién inicial y otra diferente
para afiadir las posteriores ubicuitinas y elongar la cadena (Komander & Rape, 2012;
Zheng & Shabek, 2017). Las ligasas de ubicuitina de tipo RING constituyen una extensa
familia de proteinas que se puede subdividir en dos categorias: las ligasas de tipo c-
CBL, en las que el dominio catalitico y el que reconoce a los sustratos estan integrados
en la misma subunidad, y las ligasas de tipo culina-RING (o CRLs), en las que ambos
dominios se localizan en subunidades independientes (Joazeiro et al, 1999; Petroski &
Deshaies, 2005). Finalmente, las E3 de tipo RBR tienen un mecanismo de accién
intermedio entre las HECT y las RING. Presentan en su estructura dos dominios RING,
uno de los cuales (RING1) facilita la asociacidon de la E2, mientras que el otro (RING2)
permite la unién de la ubicuitina a un residuo de cisteina de la propia E3 como paso
previo a la transferencia al sustrato (Smit & Sixma, 2014).

Para revertir el proceso de ubicuitilacién también existen enzimas denominadas
desubicuitilasas (DUBs), que son peptidasas capaces de escindir las moléculas de
ubicuitina a partir de las cadenas generadas o de las propias proteinas sustrato. Estas
enzimas estan ganando cada vez mas relevancia como potenciales dianas terapéuticas,
dado que su desregulacion se ha relacionado con diferentes enfermedades
neurodegenerativas, el cancer y procesos inflamatorios (Harrigan et al, 2018).

3.3.El complejo ligasa de ubicuitina SCF

Entre las ligasas de ubicuitina E3 de tipo culina-RING destaca el complejo SCF
(SKP1/CUL1/proteina F-box), que interviene en procesos celulares tan importantes
como la regulacion de la proliferacidon o la supervivencia celular, entre otras muchas
funciones. Este complejo esta constituido por 3 subunidades constantes: CUL1, SKP1y
RBX1, y una subunidad variable: la proteina F-box, que otorga la especificidad al
complejo SCF en su conjunto (Zheng et al, 2002).

La estructura del complejo SCF se puede observar en la Figura 14. El componente
central del complejo es la proteina culina (CUL1) que actia como un andamio que
permite la unién de la subunidad SKP1 a través de su extremo N-terminal y de RBX1
por el extremo C-terminal. SKP1, a su vez, ejerce de puente entre CUL1 y la proteina F-
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box. Las proteinas F-box poseen un dominio que se encarga del reconocimiento e
interaccion con los sustratos especificos que van a ser ubicuitilados, y un dominio F a
través del cual se asocian a SKP1. En humanos, existe una gran variedad de proteinas
F-box que suelen clasificarse en 3 grupos segun la estructura de su dominio de
interaccidn con los sustratos: las FBXW, que poseen repeticiones WD40, un motivo de
40 aminoacidos que suele terminar en el dipéptido triptéfano-acido aspartico; las
FBXL, que poseen repeticiones ricas en leucina o LRRs; y las FBXO, que poseen otro
tipo de dominio distinto de los anteriores. La subunidad RBX1 es la proteina que se
une a la enzima E2 cargada con la ubicuitina. Posee el dominio RING que cataliza la
transferencia de la ubicuitina desde la E2 al sustrato reconocido por la proteina F-box.
Asimismo, RBX1 también permite la unién de una enzima E2 que se encarga de
modificar post-traduccionalmente a la proteina culina. En concreto, posibilita la union
de una proteina similar a la ubicuitina denominada NEDDS8, que promueve un cambio
conformacional fundamental para la actividad del propio complejo SCF, ya que
facilitara la ubicuitilacion de las proteinas sustrato (Cardozo & Pagano, 2004;
Nakayama & Nakayama, 2006; Skaar et al, 2014).

Figura 14. Componentes del complejo ligasa de ubicuitina SCF.
Se representan unidos al complejo la enzima E2 cargada con la
ubicuitina y la proteina sustrato ubicuitilada. Al tratarse de una
ligasa de ubicuitina E3 de tipo culina-RING, la transferencia de
la molécula de ubicuitina es directa desde la enzima E2 al
sustrato gracias al dominio catalitico localizado en la subunidad
RBX1. El sustrato, por su parte, es reconocido por una
subunidad diferente del complejo: la proteina F-box. Figura
modificada a partir de Skaar et al, 2014.

Sustrato )

Ademads de los distintos factores que regulan la actividad del complejo SCF, es
fundamental la regulacién de la interaccidn entre la proteina F-box y los sustratos. Esta
interaccion debe ser rapida y especifica para que el complejo SCF pueda llevar a cabo
la ubicuitilacion de los sustratos correctos en el momento adecuado. Por ello, los
propios sustratos estdn fuertemente regulados, permitiendo o no la interaccién con la
proteina F-box. Generalmente, las proteinas F-box reconocen unos motivos cortos y
especificos en los sustratos que se denominan degrones (Ravid & Hochstrasser, 2008).
Para que ocurra el reconocimiento y la interaccion es frecuente que el degrén
experimente algin tipo de modificacién post-traduccional previa que asegure que la
interaccion ocurra sélo en las condiciones adecuadas (Figura 15). Una de las
modificaciones mas frecuentes es la fosforilacién de residuos concretos del degron,
gue pasaria a denominarse fosfodegron. Los residuos que se fosforilan suelen ser
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serinas o treoninas, aunque a veces los degrones presentan aminoacidos acidos que
actuan como fosfomiméticos, es decir, simulando un estado de fosforilacién constante.
En estos casos, la regulacion de la interaccidn estaria fuera del degrén. La fosforilacion
del degrén puede estar mediada por una Unica quinasa o por varias cuando existe mas
de un sitio de fosforilacion en el motivo. También puede ocurrir que para que se dé la
fosforilacion reguladora de la interaccidon previamente haya tenido que fosforilarse
otro residuo (fosforilacién cebadora), que puede estar situado en el propio
fosfodegrén o fuera de él. Asimismo, pueden darse fosforilaciones en otros motivos
ajenos al degron, pero que sean fundamentales para que la proteina F-box lo
reconozca, por ejemplo, cuando la fosforilacién provoca un cambio conformacional en
el sustrato que deja expuesto el degrén, que antes era inaccesible. En otros casos, sin
embargo, la fosforilacion del degréon impide que sea reconocido por la proteina F-box,
por lo que esta modificacién debe retirarse para que pueda ocurrir la interaccion
(Skaar et al, 2013).

Ademas de la fosforilacidn, existen otros mecanismos que pueden mediar en el
reconocimiento de los sustratos por parte de la proteina F-box, como pueden ser la
glicosilacion del degréon o la intervencion de ciertos cofactores y otras moléculas
pequeiias. Para complicar mas la cuestién, en algunos casos la proteina F-box puede
unirse a la proteina sustrato por medio de ciertos dominios que no siguen el patrén
habitual de los degrones (Skaar et al, 2013). En otras ocasiones, puede reconocer y
unirse a degrones concretos sin que estos requieran modificacion previa. En este caso,
intervendrian otros tipos de mecanismos para regular la ubicuitilacién, como podria
ser la diferente localizacion de la ligasa y el sustrato, que sdélo coincidirian en
determinadas condiciones (D’Angiolella et al, 2012, 2010). Ademads, también pueden
combinarse distintos mecanismos de los mencionados para el reconocimiento de los
sustratos (Hao et al, 2005). Asi, se van afiadiendo nuevas capas de regulaciéon que
aumentan la complejidad y permiten un control mucho mas preciso del
reconocimiento del sustrato y su ubicuitilacién.
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Figura 15. Formas de reconocimiento del sustrato por parte de las proteinas F-box. Para que una
proteina F-box reconozca a un sustrato especifico en el momento preciso, es frecuente que el degrén
deba experimentar ciertas modificaciones post-traduccionales previas. Por ejemplo, la fosforilacién de
residuos especificos, con o sin fosforilacién cebadora. En otros casos, la fosforilacion induce un cambio
conformacional que hace accesible al degrén. Sin embargo, también es posible que la fosforilacion
impida el reconocimiento, lo que requiere la intervencion de fosfatasas. También pueden darse otras
modificaciones como glicosilaciones, o bien ser necesaria la participacion de un cofactor o molécula
pequeia. Incluso, puede ser que la proteina F-box reconozca degrones sin modificar, o se una a
dominios que no sigan el patrén clasico de los degrones. Figura modificada a partir de Skaar et al, 2013.

e La proteina F-box BTrCP

BTrCP es una de las proteinas F-box mejor caracterizadas. Pertenece al grupo de
proteinas F-box de tipo FBXW, al poseer varias repeticiones WD40 en su dominio de
interaccion con los sustratos, y se encuentra altamente conservada en la evolucién. En
mamiferos, podemos encontrar dos genes paralogos de [TrCP: STrCP1 y BTrCP2, el
primero localizado en el cromosoma 10, region 10924, y el segundo en el cromosoma
5, regidn 535 (Fuchs et al, 2004). BTrCP1, también conocida como FBXW1, puede
presentar 2 isoformas, a y 3, mientras que BTrCP2, también llamada FBXW11, puede
presentar un total de 3 isoformas, o, B y y. Todas ellas se obtienen por maduracion
alternativa del transcrito original de sus respectivos genes (Putters et al, 2011). Todas
estas isoformas comparten una estructura basica (Figura 16): en la region C-terminal
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poseen las repeticiones WD40 en tdndem, mientras que en la regidn N-terminal
poseen el dominio F y el dominio D o de dimerizacidn, gracias al cual pueden formarse
tanto homodimeros como heterodimeros de la proteina, lo que influye de manera
sustancial en la especificidad por los sustratos. En el extremo N-terminal se localiza
ademads una regidn variable cuya secuencia difiere de unas isoformas a otras. Pese a
esta diferencia, las distintas isoformas parecen desempefar funciones fisiolégicas y
bioquimicas redundantes (Nakayama et al, 2003; Suzuki et al, 2000).

BTrcP1
0 107 147192 253 545 605
V| D|F WD40 a
L_[olr[ | WD40 |1

o.— MDPAEAVLQEKALKFMCSMPRSLWLGCSSLADSMPSLRCLYNPGTGALTAFQNSSEREDCNN

B—MDPAEAVLQEI(ALKFM NSSEREDCMNN
BTrCP2
0 46 86 131 192 482 542
Vv |D|F WD40 a
WVID[F[ | WD40 L
[[D] F| | WD40 ||

o — MEPDSVIEDKTIELMCSVPRSLWLGCANLVESMCALSCLOSMPSVRCLQISNGTSSVIVSRK
B — MEPDSVIEDKTIELM-——————m- NTSVMEDQNEDESPKKNTLWQISNGTSSVIVSRK

¥ — MEPDSVIEDKTIELM ISNGTSSVIVSRK

Figura 16. Representacion esquemdtica de los dominios principales de las isoformas de BTrCP1 y
BTrCP2. En direccion N-terminal — C-terminal se representan los dominios variables (V), de dimerizacién
(D), F y WD40. Debajo de las isoformas agrupadas se muestran las secuencias aminoacidicas de los
dominios V de cada isoforma. Estas se obtienen por maduracidn alternativa de los transcritos originales
de STrCP1y BTrCP2. Figura modificada a partir de Putters et al, 2011.

o Sustratos de SCF(fTrCP) destacables y regulacion

El motivo consenso que reconoce BTrCP en los sustratos es D-S-G-X2:3-S, donde X
representa cualquier aminodcido. Esta secuencia, sin embargo, puede presentar
multiples variantes dependiendo del sustrato especifico, entre ellas, la mas simple que
es la sustitucion de las serinas por treoninas. Para que el degrdn sea correctamente
reconocido por BTrCP y tenga lugar la interaccidn, se requiere que ambas serinas (o
treoninas) estén previamente fosforiladas (Frescas & Pagano, 2008; Lau et al, 2012). En
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la fosforilacion de estos residuos pueden intervenir diferentes quinasas, siendo GSK3 la
mas descrita hasta el momento (Robertson et al, 2018).

Los diversos e importantes procesos celulares en los que interviene BTrCP estan
determinados por la enorme variedad de sustratos con los que interacciona vy facilita
su ubicuitilacion. Sefalaremos a continuacion algunos ejemplos. En el contexto de la
transduccion de seifales, cabe destacar el papel de BTrCP en la regulacién de la via
WNT/B-catenina, ruta fundamental en el desarrollo embrionario y en ciertos procesos
tumorigénicos. Cuando la via estd inactiva, B-catenina es fosforilada, en primer lugar,
por la quinasa CKla y, en segundo lugar, por GSK3p en el degrén reconocido por
BTrCP, lo que permite su interaccidn con esta proteina F-box y su consecuente
ubicuitilacién y en este caso degradacion por la via del proteasoma (Stamos & Weis,
2013; Liu et al, 2002). Al activarse la ruta, B-catenina deja de ser fosforilada y evita su
degradacion. Esto permite que se translogue al ndcleo para activar la expresion de
determinados genes. Ademds, también induce un aumento en la expresién de la
propia proteina F-box, lo que regula en ultima instancia la actividad del complejo
SCF(BTrCP) (Spiegelman et al, 2000). El papel de BTrCP en las rutas de sefializacion
celular no se limita a la via WNT/B-catenina, sino que también interviene en otras
rutas, como la via PI3K/AKT/mTOR regulando la degradacion de DEPTOR, inhibidor
natural de mTOR; la via ERBB a través de la degradacién de ERBB2; o la via de NF-kB,
mediando en la degradacion de IkB (Zhao et al, 2011; Wang et al, 2014b; Kroll et al,
1999), entre otras.

BTrCP también interviene en la regulacion y avance del ciclo celular mediante la
degradacion de diversos sustratos implicados en este proceso, entre los que podemos
sefialar WEE1 (Watanabe et al, 2004), EMI1 (Guardavaccaro et al, 2003), CDC25
(Kanemori et al, 2005), ciclina D1 (Wei et al, 2008), ciclina F (Mavrommati et al, 2018)
o PLK1 (Giraldez et al, 2017). Asimismo, BTrCP desempefia varios roles en la respuesta
a los dafios en el ADN. Cuando se detecta una lesion en el ADN, BTrCP favorece la
parada del ciclo celular que permite el procesamiento y reparacién de los dafios. La
activacion de CHK1 y CHK2 provoca la fosforilacion de CDC25, promoviendo su
ubicuitilacién por SCF(BTrCP) y posterior degradacion, provocando asi una reduccién
de los complejos ciclinas-CDKs activos (Jin et al, 2003; Busino et al, 2003). Por otro
lado, SCF(BTrCP) también promueve la degradacion de MDM2, regulador negativo de
p53, favoreciendo asi la acumulacién de esta proteina y la consecuente parada del
ciclo a través de la induccién de p21 CIP1 (Inuzuka et al, 2010). Ademads, SCF(BTrCP)
también juega un papel en la parada del ciclo celular tras radiacion UV para reparar los
danos, induciendo la degradacion de securina (Limon-Mortés et al, 2008). Finalmente,
una vez que los dafios han sido reparados, SCF(BTrCP) induce la degradacion de
sustratos especificos como WEE1 o claspina, que intervienen en la ruta ATR-CHK1,
favoreciendo en este caso el avance del ciclo celular tras dafio (Watanabe et al, 2004;
Mailand et al, 2006).
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Ademads, BTrCP también regula sustratos que intervienen en la transcripcion de
determinados genes, como PER1, PER2 o FOX03, en fendmenos de migracién celular y
transicidn epitelio-mesénquima, como SNAIL o TWIST, en la regulacién de la cascada
apoptética, como MCL-1 o la procaspasa 3, en procesos relacionados con la respuesta
inmune, como IRAK1 o PD-L1 o en infecciones viricas (Bi et al, 2021). De hecho, la
degradacion de la proteina CD4 en el contexto de la infeccidén por el virus VIH-1 fue la
primera actividad que se describié para BTrCP humana (Margottin et al, 1998).

Como BTrCP participa en la ubicuitilacion de numerosas proteinas, claves en una
gran variedad de procesos fisioldgicos y patoldgicos, sus niveles y su actividad estan
estrictamente regulados. En ello intervienen multiples mecanismos, entre los que se
incluyen ARNs largos no codificantes (IncRNAs), ARNs pequefios no codificantes
(microRNAs), diversas rutas de sefalizacion como la ruta de las quinasas MAP (MAPK),
la actividad de las enzimas DUBs o determinados pseudosustratos. Estos ultimos son
moléculas que se unen a la proteina F-box y regulan su actividad sin necesidad de ser
ubicuitilados por la misma (Bi et al, 2021), como por ejemplo la proteina nuclear
hnRNP-U. La interaccion entre BTrCP1 y hnRNP-U estabiliza a la proteina F-box y
ademas permite su translocacién del nucleo al citoplasma, donde podrd intervenir en
la ubicuitilacion de determinados sustratos citoplasmaticos (Davis et al, 2002). En
relacion a esto, la localizacidon subcelular de BTrCP también regula su funcién, al
permitir o no el acceso a sustratos concretos. BTrCP1 presenta una localizacién
fundamentalmente nuclear, mientras que PBTrCP2 se localiza tanto a nivel nuclear
como citoplasmatico (Davis et al, 2002; Lassot et al, 2001), si bien se requieren
estudios mas precisos en este ambito. Por ultimo, los niveles de BTrCP también se
regulan mediante su degradacion. Curiosamente, BTrCP1 y BTrCP2 son capaces de
ubicuitilarse reciprocamente para inducir su propia degradacion. Cuando
homodimerizan a través de su dominio D, BTrCP1 o BTrCP2 actuan reconociendo
sustratos en el complejo SCF, pero cuando forman heterodimeros suelen facilitar su
autodegradacion (Cui et al, 2020a). Sin embargo, existen otras proteinas F-box que
también son capaces de reconocer a PBTrCP como proteina sustrato para su
ubicuitilacién y degradacidn, como puede ser SKP2 (Wei et al, 2012).

o Papel de SCF([TrCP) en la transformacion tumoral

Como acabamos de describir, BTrCP interviene en procesos celulares esenciales.
Por ello, la desregulacién de los niveles y/o de la actividad de esta proteina F-box se ha
vinculado con distintas enfermedades, entre ellas el cancer. En esta cuestion, el papel
de BTrCP es complejo, ya que puede actuar como oncoproteina o como proteina
supresora de tumores (Figura 17). Su papel como oncoproteina esta apoyado por el
hecho de que la sobreexpresién de STrCP1 se ha detectado en cancer colorrectal,
hepatoblastomas, melanomas y cancer de pancreas (Ougolkov et al, 2004; Koch et al,
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2005; Miuerkoster et al, 2005; Liu et al, 2007). De manera muy similar, la
sobreexpresion de STrCP2 también se ha detectado en cdncer de prdstata, mama y
estémago (Fuchs et al, 2004). Ademads, SCF(BTrCP) media en la ubicuitilacién (y
degradacion) de proteinas supresoras de tumores, entre las que destaca IkB, regulador
negativo de NF-kB. Este factor de transcripcién interviene en procesos como la
inflamacién y la respuesta inmune, y promueve la expresion de genes vinculados con la
transformacién tumoral, por lo que se ha encontrado en niveles altos en distintos tipos
de céncer (Karin & Greten, 2005). Por tanto, la degradacion de IkB promovida por
SCF(BTrCP) favorece la actividad de NF-kB y la tumorigénesis (Liu et al, 2007; Dhawan
& Richmond, 2002). También podemos citar la degradacién de DEPTOR, que conlleva
la activacién de la via de mTOR y promueve la proliferacién celular y la migracién (Cui
et al, 2020a). No obstante, en ocasiones la degradacién de DEPTOR tiene el efecto
contrario, jugando un papel mas bien de supresora de tumores. Esto se debe a que la
via mTOR integra multitud de sefiales diferentes y controla numerosos procesos
celulares, por lo que puede tener un efecto promotor o supresor de tumores, segun el
contexto (Zhao et al, 2011; Gao et al, 2011).

Asimismo, se han documentado mutaciones que generan formas defectuosas de
BTrCP en distintos tipos de cancer, incluyendo de mama, préstata y estémago (Saitoh
& Katoh, 2001; Kim et al, 2007; Gerstein et al, 2002; Wood et al, 2007), indicando una
funciéon como supresora tumoral. Estas formas no funcionales suelen ser incapaces de
interaccionar con los sustratos, lo que favorece la estabilizacién y acumulacion de
ciertas oncoproteinas, como B-catenina o MDM2, entre otros (Bi et al, 2021). Estos
han sido sélo algunos ejemplos, pero parece claro que BTrCP ejerce un papel dual en
relacion a la tumorigénesis segun los sustratos sobre los que actue y el tipo de tumor.

/\

Promotores de la proliferacion Inhibidores de la Otras funciones
(como CDC25A, EMI1 o proliferacién Ciclo circadiano (como PER1 o PER2)
p-catenina) {como WEET, kB o Metabolismo (como PFKFB3)
1 PDCD4) Diferenciacion (como REST)
¢ '
Actividad de Actividad de Otras actividades
supresor tumoral oncoproteina

Figura 17. Actividades asociadas a BTrCP segun algunos de los sustratos sobre los que actia. 3TrCP
puede presentar actividad de supresor tumoral o de oncoproteina dependiendo de si favorece la
degradacion de proteinas promotoras o inhibidoras de la proliferacion, respectivamente. También
puede presentar otros tipos de actividades cuando actla sobre sustratos implicados en contextos
diferentes. Figura modificada a partir de Skaar et al, 2013.
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e La proteina F-box FBXW7

FBXW7, denominada también FBW7 o hCDC4, es otra proteina F-box ampliamente
estudiada, que pertenece al grupo de las de tipo FBXW. En humanos, FBXW?7 se
localiza en el cromosoma 4, concretamente en la regién 4q31.3. Este gen codifica 3
isoformas (o, By y) que se expresan a partir de promotores diferentes, cada una de
ellas con su propio control transcripcional. Las 3 isoformas comparten 10 exones y
difieren en el exdn inicial, lo que hace que sus regiones N-terminal sean distintas
mientras que las regiones C-terminal son comunes a todas (Figura 18). Asi, en su
estructura comparten las repeticiones WD40 en tandem, el dominio F y el dominio D,
ademas de una secuencia de localizacion nuclear. Sin embargo, el extremo N-terminal
variable es el que determina la localizacién subcelular de cada isoforma: FBXW7a se
localiza fundamentalmente en el nucleoplasma, FBXW7f en el citoplasma y FBXW7y
en el nucleolo. La isoforma o posee otra secuencia de localizacion nuclear en el
extremo variable N-terminal, mientras que la isoforma [ posee un dominio
transmembrana que permite su localizaciéon en la membrana del reticulo
endoplasmatico (Yumimoto & Nakayama, 2020; Fan et al, 2022). La expresién de cada
isoforma varia dependiendo del tejido, de manera que la isoforma o se expresa
ubicuamente, la isoforma 3 se expresa fundamentalmente en cerebro y testiculo, y la
isoforma y en el tejido cardiaco y el musculo esquelético (Spruck et al, 2002;
Matsumoto et al, 2006).
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Figura 18. Estructura del gen FBXW?7 y principales dominios de las isoformas que codifica. Todas las
isoformas comparten, en direccion N-terminal — C-terminal, una secuencia de localizacidon nuclear (NLS)
y los dominios de dimerizacién (D), F y WD40. Se diferencian en la secuencia aminoacidica del extremo
N-terminal, donde la isoforma o posee otra NLS y la B posee un dominio transmembrana (TMD). Esto es
consecuencia de que las 3 isoformas comparten un total de 10 exones (c1-c10), y varian en el exdn
inicial. Figura modificada a partir de Yumimoto & Nakayama, 2020.
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o Sustratos de SCF(FBXW?7) destacables y regulacion

FBXW?7 interacciona con sus sustratos a través de los degrones presentes en ellos,
que en este caso se denominan CPDs (del inglés CDC4-phosphodegron). Los CPDs
suelen presentar la secuencia consenso ¢-X-¢-¢-¢-S/T-P-P-X-S/T, donde X representa
cualquier aminodcido y ¢ un aminoacido hidrofébico (Nash et al, 2001; Hao et al,
2007). Cuando ambas serinas o treoninas del motivo estan fosforiladas, el sustrato es
reconocido por las repeticiones WD40 de FBXW?7 vy tiene lugar la interaccion. La
quinasa que realiza estas fosforilaciones suele ser GSK3 (Heo et al, 2016). Sin embargo,
la secuencia del CPD admite variaciones segun el sustrato, como puede ser la
sustitucion de los residuos fosforilables (serina/treonina) por aminodcidos
fosfomiméticos (acido aspdrtico o glutamico). En ocasiones, la secuencia del sitio de
interaccion se aleja mas aun del consenso, siendo entonces un CPD subdéptimo, que
puede presentar baja afinidad por FBXW?7. Algunos sustratos poseen mas de un CPD,
como es el caso de ciclina E, que posee dos: uno en su regién C-terminal que tiene la
secuencia Optima, y otro en su regién N-terminal que tiene baja afinidad por la
proteina F-box (Hao et al, 2007).

La mayor parte de los sustratos de SCF(FBXW?7) interaccionan y son ubicuitilados
en el nucleoplasma, lo que coincide con el hecho de que FBXW7a sea la isoforma mas
abundante en la célula. Uno de los sustratos mas caracteristicos de esta ligasa de
ubicuitina es ciclina E, que desempeiia un papel fundamental en el avance del ciclo
celular. Esta ciclina forma un complejo con CDK2 que estd activo durante un periodo
muy breve de tiempo en la transicion de la fase G; a S. Se encarga de fosforilar
multitud de sustratos que facilitan la formacién de los complejos de iniciacion de la
replicacion a partir de los complejos de pre-replicacién, la reparacion de los posibles
danos en el ADN y la duplicacién y maduracion de los centrosomas, entre otras
funciones (Deckbar et al, 2011). Por tanto, los niveles de la ciclina E deben estar
estrictamente regulados evitando asi una segunda ronda de replicacién en la fase S.
Una vez que la célula supera la transicion G1/S, SCF(FBXW?7) ubicuitila a la ciclina E,
provocando su degradacion via proteasoma (Koepp et al, 2001).

En condiciones de estrés genotéxico, FBXW7 promueve la ubicuitilacion vy
degradacidon de ciertas proteinas esenciales para el avance del ciclo celular y la
respuesta a los dafios en el ADN, como p53 y PLK1, entre otras. Como hemos explicado
anteriormente, el dafio en el ADN favorece la estabilizacidén y activacién de p53, que
induce la parada del ciclo celular. Tras la reparacion de los dafios, SCF(FBXW?7)
interviene en la degradacién de p53, favoreciendo la recuperaciéon del ciclo y la
proliferacién celular (Galindo-Moreno et al, 2019; Cui et al, 2020b; Tripathi et al,
2019). La quinasa PLK1, por su parte, lleva a cabo importantes funciones en distintos
puntos del ciclo celular, como la regulacion de proteinas que intervienen en los
complejos pre-replicativos, la maduracion de los centrosomas o la separacion de las
cromatidas hermanas (Strebhardt, 2010; Tsvetkov & Stern, 2005). Cuando se producen
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dafos en el ADN, FBXW7 promueve la ubicuitilacion y degradacién de PLK1, evitando
la progresion del ciclo y la proliferacion con el ADN dafiado (Giraldez et al, 2014).

Aparte de los mencionados, FBXW7 regula multiples sustratos implicados en
diversos procesos celulares, destacando los factores de transcripcién, como c-MYC o c-
JUN, las proteinas implicadas en las redes de sefializacién intracelular, como NOTCH1,
mTOR, RICTOR, o presenilina, las proteinas que participan en la cascada apoptdtica,
como MCL-1, u otros reguladores del ciclo celular, como Aurora A (Yumimoto &
Nakayama, 2020; Fan et al, 2022; Xu et al, 2016).

Los niveles de FBXW7 en la célula se regulan mediante diferentes mecanismos,
desde el control transcripcional por determinados factores de transcripcion, post-
transcripcional mediante microRNAs o IncRNAs, o post-traduccional por determinadas
quinasas que afectan a la estabilidad de la proteina. Ademas, su funcidn también esta
modulada por el cambio de localizacidon subcelular o por la actividad de las DUBs
(Yumimoto & Nakayama, 2020). Al igual que ocurre con BTrCP, FBXW7 puede formar
dimeros que interaccionan a través de sus dominios D, lo que afecta tanto al
reconocimiento de los sustratos como a la estabilidad de la propia proteina F-box. La
dimerizacion aumenta la afinidad por determinados sustratos que poseen degrones
subdptimos, aunque no es imprescindible para la interaccién con degrones de elevada
afinidad (Welcker et al, 2013; Davis et al, 2014). La estabilidad de FBXW7 también se
ve afectada, ya que facilita la ubicuitilacién de la proteina en trans (Welcker et al,
2013). A su vez, la dimerizacidén esta regulada por otras proteinas como LSD1, que
interacciona con FBXW7 e impide su dimerizacién. Esta proteina no es ubicuitilada en
este proceso, por lo que actia como pseudosustrato de la proteina F-box (Lan et al,
2019). Otro ejemplo de pseudosustrato lo constituye la proteina EBP2, que se une a la
isoforma y para facilitar su localizacion en el nucleolo (Welcker et al, 2011).

o Papel de SCF(FBXW?7) en la transformacion tumoral

FBXW?7 presenta la mayor frecuencia de mutacion en cancer de entre todos los
genes de proteinas F-box de su clase. De hecho, se estima que alrededor del 7,8% de
los canceres humanos presentan mutaciones en FBXW7 (Fan et al, 2022), un
porcentaje que puede elevarse aun mas dependiendo del tipo de tumor, como ocurre
con ciertas hemopatias malignas como la leucemia linfoblastica aguda de células T o
los tumores endometriales, que presentan mutaciones entre el 10% y el 16% de los
casos (Yumimoto & Nakayama, 2020). Asimismo, en un porcentaje elevado de
canceres se detectan deleciones en la regidn cromosdmica donde se localiza FBXW7
(Knuutila et al, 1999). Las formas mutadas de la proteina suelen presentar alteraciones
en el dominio de interaccidn con los sustratos, es decir, en las repeticiones WD40. Son
especialmente notables las mutaciones en determinados residuos muy conservados de
arginina, que pueden ser importantes para el correcto plegamiento de esta regién de
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la proteina y, por tanto, para el apropiado reconocimiento de los sustratos (Davis et al,
2014; lkenoue et al, 2018). Dado que una gran parte de los sustratos de FBXW7 son
considerados oncoproteinas, la acumulacion de los mismos favoreceria la
transformacién tumoral. Por ello, FBXW?7 es considerada como una proteina supresora
de tumores (Figura 19). Curiosamente, las mutaciones en FBXW7 pueden afectar
parcialmente a la actividad de la proteina, provocando una degradacién selectiva
Unicamente de algunos de sus sustratos. Asi, segun el tipo de cadncer, puede darse con
mayor frecuencia una determinada mutacion que favorezca la acumulacidon de
sustratos concretos, cuya funcién pro-supervivencia es mas necesaria que la de otros
sustratos (Fan et al, 2022).

Pese a su funcién primordial como supresora tumoral, no se puede descartar que
FBXW7 también tenga un papel dual y favorezca la transformacion tumoral, al menos
en determinados casos. Asi ocurre con la degradacién de p100, que actia como
inhibidor de la ruta de sefalizaciéon de NF-kB no candnica o alternativa al secuestrar en
el citoplasma factores de transcripcidon de la familia de NF-kB. En un estudio sobre
mieloma multiple, se comprobd que SCF(FBXW7) promovia la degradacién via
proteasoma de p100, permitiendo asi la activacién de la ruta no candnica de NF-xB, lo
que favorecia la supervivencia celular (Busino et al, 2012). Por otro lado, como
describimos anteriormente, FBXW7 puede ubicuitilar y degradar otro supresor tumoral
como p53. En muestras de pacientes con cancer de mama se encontré que el aumento
en la expresién de FBXW?7 correlacionaba con una menor supervivencia en aquellas
pacientes que portaban p53 silvestre, lo que no se observaba en las que portaban
versiones no funcionales de p53. Esto sugiere que el efecto deletéreo de la
sobreexpresiéon de FBXW7 ocurre a través de la degradacién de p53 funcional
(Galindo-Moreno et al, 2020, 2019). En conjunto, estos datos reflejan el hecho de que
las proteinas F-box no deben encasillarse como supresoras tumorales u oncoproteinas,
sino que su papel en la transformacién tumoral dependera en gran medida de los
sustratos sobre los que actuen en el contexto celular especifico.

e
Promotores de la proliferacion Inhibidores de la
(como ciclina E, Aurora A, c-MYC, proliferacién
c-JUN o NOTCH1) (como p100 o p53)
¢ v
Actividad de supresor tumoral Actividad de oncoproteina

Figura 19. Actividades asociadas a FBXW?7 segtin algunos de los sustratos sobre los que actiia. FBXW?7
suele presentar actividad de supresor tumoral ya que favorece la degradacién de multitud de proteinas
que promueven la proliferacion. Sin embargo, en algunas circunstancias puede actuar sobre inhibidores
de la proliferacidn, desempefiando entonces actividad de oncoproteina. Figura modificada a partir de
Skaar et al, 2013.
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3.4. Sistemas de degradacion de proteinas dependientes de ubicuitina

Como ya mencionamos anteriormente, uno de los destinos que pueden tener las
proteinas ubicuitiladas es su degradacién por dos vias diferentes: la via del proteasoma
y la via de la autofagia/lisosoma. Sin embargo, estas rutas no son excluyentes ni
totalmente independientes, sino que estdn interconectadas. Por ejemplo, la inhibicién
o bloqueo del proteasoma provoca la activacién de la autofagia, lo que permite
compensar la acumulacién de proteinas sin degradar que a su vez genera niveles bajos
de aminoacidos libres (Schreiber & Peter, 2014; Kirkin et al, 2009a). La inhibicién del
proteasoma también puede provocar la acumulacién de proteinas mal plegadas que
resultan toéxicas para la célula. En estas circunstancias, estas proteinas son agrupadas
en estructuras denominadas agresomas, donde resultan menos téxicas, que seran
degradados posteriormente por via autofdgica (Kopito, 2000). Por su parte, la
inhibicion de la autofagia puede provocar la acumulacion de proteinas que son
degradadas por el proteasoma, o estimular la actividad del mismo, seguin el contexto
celular (Wang et al, 2013b; Korolchuk et al, 2009). Incluso, ante ciertas condiciones
desfavorables, la célula puede activar ambas rutas, incrementando su tasa de
eliminaciéon de proteinas. Ademads, las dos rutas de degradacidn comparten ciertos
componentes de la maquinaria celular, como la proteina adaptadora p62/SQSTM1,
gue puede asociarse con sustratos ubicuitilados para dirigirlos hacia una degradacion
proteasémica o lisosomal. No obstante, la propia proteina p62 se degrada
fundamentalmente por la via de la autofagia (Myeku & Figueiredo-Pereira, 2011; Liu et
al, 2016b).

e Lavia del proteasoma

La degradacion de proteinas ubicutiladas a través del proteasoma constituye una
via fundamental para el reciclaje de multiples sustratos celulares. El proteasoma
eucariota 26S es una enorme estructura multiproteica de aproximadamente 2,5 MDa
gue tiene una importante presencia en la célula, localizandose tanto en el nicleo como
en el citoplasma. Suele degradar proteinas reguladoras que tienen una vida media
corta, permitiendo asi un control eficaz de los procesos de sefializacién celular
(Schreiber & Peter, 2014).

El proteasoma puede subdividirse en dos regiones principales (Figura 20): el nucleo
proteolitico 20S, que es la unidad central, y la subunidad reguladora 19S, que forma
una estructura externa al ndcleo proteolitico que limita el acceso al mismo. Esta
subunidad 19S tiene una conformacién a modo de tapadera y puede presentarse sélo
a la entrada del complejo, en cuyo caso se denomina proteasoma 26S, o a la entrada y
a la salida, denominandose entonces proteasoma 30S. En la subunidad 19S, a su vez,
se pueden distinguir dos zonas: la base y la tapa. La tapa consta de 8 proteinas sin
actividad catalitica (RPN3, RPN5-9, RPN12 y RPN15) y la metaloproteasa RPN11, que
facilita la escision y reciclaje de las moléculas de ubicuitina de la proteina sustrato. En
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este proceso colaboran DUBs que pueden interaccionar con la base. Por su parte, la
base consta de 4 proteinas (RPN1, RPN2, RPN10 y RPN13) que actuan a modo de
receptores de los sustratos ubicuitilados y otras 6 proteinas con actividad ATPasa
(RPT1-6) que generan una estructura en forma de anillo. La base se encarga de
desnaturalizar las proteinas a degradar y translocar las cadenas polipeptidicas al
nucleo proteolitico. Por tanto, la subunidad 19S, ademas de regular la apertura del
complejo, interviene en el reconocimiento de los sustratos ubicuitilados, elimina las
cadenas de ubicuitinas, permite la desnaturalizacién de las proteinas sustrato
(dependiente de ATP) y las transloca al nucleo 20S para su destruccién (Schreiber &
Peter, 2014; Lander et al, 2012).

Subunidad
reguladora
19S

Base

Ndcleo
proteolitico
208

Base

Subunidad
reguladora
198

Camara proteolitica

Figura 20. Estructura del proteasoma. El proteasoma 26S consta del nucleo proteolitico 20S y una sola
subunidad reguladora 19S, mientras que el proteasoma 30S posee dos subunidades reguladoras 19S:
una a la entrada y otra a la salida del nucleo proteolitico. En el anillo B se han marcado en amarillo, azul
y rojo las subunidades que poseen las actividades cataliticas responsables de la degradacién de las
proteinas sustrato. Figura modificada a partir de Gadhave et al, 2016.

El nucleo proteolitico 20S posee una estructura cilindrica que consta de 4 anillos
compuestos de 7 proteinas cada uno: dos de ellos estan compuestos por subunidades
de tipo o y se situan en los extremos del cilindro, y otros dos por subunidades de tipo
By se localizan en la region central. La entrada de las cadenas polipeptidicas al nucleo
20S esta controlado por los extremos N-terminal de las subunidades o, que cambian
de conformacién y permiten la entrada cuando la subunidad 19S lo requiere. Los
residuos con actividad catalitica se localizan en 3 subunidades de tipo 3 de los anillos
centrales. Las distintas actividades cataliticas abarcan desde las de tipo tripsina o
quimiotripsina hasta la hidrdlisis de enlaces peptidicos que siguen a aminoacidos con
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cadenas ramificadas o acidos. Estos residuos cataliticos se localizan en la cara interna
del canal central que se forma en el nucleo 20S, aislados del ambiente exterior (Beck et
al, 2012). Una vez que las cadenas polipeptidicas son procesadas, se liberan al citosol
pequefios fragmentos peptidicos de entre 3 y 25 aminodacidos, que seran degradados
hasta aminoacidos individuales por la accion de la proteasa gigante tripeptidil
peptidasa (TPP), o procesados a través del lisosoma (Tomkinson & Lindas, 2005).

El proteasoma tiene especial afinidad por las proteinas marcadas con cadenas de al
menos 4 ubicutinas unidas a través de K48, aumentando la afinidad a medida que
aumenta la longitud de la cadena (Lander et al, 2012). Ademads, también presenta
afinidad por cadenas de ubicutinas unidas a través de K11, dado que su configuracién
es similar a las de las cadenas de K48. Otros tipos de conformaciones, sin embargo, son
menos afines (Xu et al, 2009). Pese a que estas cadenas de ubicuitinas sean
reconocidas por el proteasoma y permitan la unidn del sustrato a él, en ocasiones la
proteina sustrato puede evadir su degradacion. Esto es debido a la accién de las DUBs,
e incluso la propia RPN11, que escinden las moléculas de ubicuitina del sustrato. Una
vez desubicuitilado, el sustrato serd o no degradado dependiendo de si queda
apropiadamente unido al resto de la maquinaria del proteasoma (Collins & Goldberg,
2017).

¢ Lavia de la autofagia/lisosoma

La autofagia es un proceso catabdlico altamente conservado en eucariotas por el
cual se degradan componentes intracelulares en los lisosomas. Por esta via pueden
degradarse un amplio rango de biomoléculas, como proteinas, acidos nucleicos, lipidos
o carbohidratos, asi como organulos o patégenos intracelulares (Wileman, 2013;
Rabinowitz & White, 2010). Por tanto, la autofagia regula los niveles y la calidad de
ciertos componentes de la célula evitando la acumulacion de proteinas y organulos
danados o innecesarios; interviene en la regulacién del balance energético celular al
permitir el reciclaje de precursores metabdlicos; e influye en los fendmenos de
supervivencia y muerte celular (King, 2012). Se pueden distinguir varias formas de
autofagia segun la manera en que el material a degradar, denominado cargo, alcance
el lumen del lisosoma (Figura 21): la autofagia mediada por chaperonas (CMA), la
microautofagia y la macroautofagia.

La CMA y la microautofagia son formas de autofagia menos estudiadas. En la CMA,
los sustratos a degradar son proteinas citosélicas que son identificadas y transportadas
individualmente al lisosoma con ayuda de una chaperona, habitualmente HSC70, y
otras cochaperonas. HSC70 reconoce una secuencia especifica en los sustratos (motivo
KFERQ), se une a ellos y el complejo chaperona-sustrato es reconocido a su vez por un
transportador de la membrana del lisosoma, denominado LAMP2A. Este oligomeriza y
permite translocar el sustrato al lumen lisosomal en un proceso en el que interviene
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una segunda HSC70 desde el interior del lisosoma (Orenstein & Cuervo, 2010; Cuervo
& Wong, 2014). En la microautofagia, por su parte, los sustratos a degradar son
componentes citosdlicos que acceden directamente al lisosoma a través de
invaginaciones o deformaciones locales de la propia membrana del lisosoma (Mijaljica
etal, 2011).
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Figura 21. Formas de autofagia caracteristicas. Dependiendo de la manera en que el cargo sea
trasladado hasta el lumen del lisosoma se pueden distinguir 3 tipos de autofagia: macroautofagia,
microautofagia y autofagia mediada por chaperonas. Figura modificada a partir de Izadi et al, 2021.

En la macroautofagia (en adelante denominada sélo “autofagia”), los elementos a
degradar son englobados por una doble membrana lipidica de origen diverso,
denominada inicialmente fagéforo, que va madurando y creciendo hasta cerrarse por
completo, formando entonces el autofagosoma. Este finalmente se fusiona con el
lisosoma, denominandose autolisosoma, y todo su contenido se degrada gracias a las
enzimas lisosomales. Debido a las caracteristicas de este fendmeno, puede degradarse
una gran variedad de sustratos, desde macromoléculas a estructuras mayores como
organulos, en un proceso que puede ser selectivo cuando los cargos se seleccionan de
manera especifica por medio de receptores o adaptadores de la autofagia, o no
selectivo cuando se engloba una parte inespecifica del contenido celular. A su vez,
existen multiples tipos de autofagia selectiva, que se denominan segun el cargo a
degradar: mitofagia, cuando se degradan mitocondrias, pexofagia cuando se degradan
peroxisomas, xenofagia cuando se degradan patégenos, etc. (Feng et al, 2014).

La formacién del autofagosoma es un proceso complejo en el que interviene la
maquinaria molecular central de la autofagia. Este proceso abarca varias etapas
consecutivas (Figura 22). En la etapa de iniciacion, el principal evento que tiene lugar
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es la activacion del complejo ULK, constituido por las proteinas ULK1, ATG13, ATG101y
FIP200. La activacién del complejo dependera de estimulos como la falta de nutrientes
o energia, o determinadas situaciones de estrés, que se transmiten a través de redes
de seinalizacién celular en las que mTORC1 tiene un papel esencial. Cuando hay
abundancia de nutrientes, la autofagia estara inhibida gracias a mTORC1, que inactiva
el complejo ULK al fosforilar a ULK1 y ATG13. En cambio, cuando hay escasez de
nutrientes como la glucosa, la quinasa AMPK se encarga de promover la autofagia de
dos maneras complementarias: inactivando a mTORC1 y activando al complejo ULK
mediante la fosforilaciéon de ULK1 (Mizushima, 2010; Kim et al, 2011a; Kaushal & Shah,
2016).
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Figura 22. Etapas de la formacion del autofagosoma y la degradacion de sus cargos. En condiciones de
abundancia de nutrientes, mTORC1 se encarga de inactivar al complejo ULK, bloqueando asi la
autofagia. Ciertas situaciones como la escasez de nutrientes inhiben a mTORC1, lo que permite la
activacion del complejo ULK (1). Este fosforila diversos sustratos, como ATG9, fundamental para el
ensamblaje de fragmentos de membrana durante la etapa de nucleacion, o ciertos componentes del
complejo PI3K clase Ill, encargado de producir PI3P (2). El fagdéforo crece progresivamente alrededor de
los cargos, a la vez que la proteina LC3 es procesada primero a LC3-l y luego lipidada para formar LC3-II
(3). Esta se inserta en la membrana del autofagosoma en crecimiento, que termina por cerrarse y dar el
autofagosoma maduro, conteniendo los cargos a degradar (4). En la autofagia selectiva de sustratos
ubicuitilados, proteinas como p62 interaccionan con el material a degradar y con LC3-Il, garantizando su
incorporacion al autofagosoma. Los lisosomas cargados de proteasas se fusionan con el autofagosoma
(5), permitiendo asi la degradaciéon de su contenido. Por ultimo, los productos de la degradacion se
devuelven al citoplasma gracias a las permeasas de membrana, permitiendo asi su reciclaje (6). Figura
modificada a partir de Izadi et al, 2021.
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ULK1 esta sujeto a fosforilaciones tanto activadoras como inhibidoras, segun el
contexto celular. Esta proteina es una quinasa de serina/treonina que ejerce como
principal efector del complejo ULK. Entre los sustratos de ULK1 destaca ATG9Y, que es
fundamental en la etapa de nucleacién. La nucleacion consiste en el ensamblaje de
porciones de membranas para formar el fagoéforo, la estructura membranosa
precursora del autofagosoma. Estos fragmentos de membrana pueden producirse de
novo o derivar de otras membranas ya formadas tanto de organulos como de la
membrana plasmdtica (Tooze & Yoshimori, 2010; Gémez-Sanchez et al, 2021).
Generalmente, el fagéforo se forma por la fusién de pequenas vesiculas que contienen
ATG9 atravesando la membrana, lo que favorece el ensamblaje. Otros de los sustratos
de ULK1 son algunos de los componentes del complejo PI3K clase lll, formado por las
proteinas VPS15, VPS34 y Beclina 1, entre otras (Wang & Kundu, 2017). Este complejo
participa en la producciéon de fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P), un fosfolipido clave en
la formacién del autofagosoma (Jaber et al, 2012).

A medida que la estructura membranosa inicial va incorporando nuevo material, va
creciendo alrededor de los elementos a degradar. En paralelo, la proteasa ATG4
procesa a LC3, otro componente esencial de la maquinaria autofagica, generando la
forma LC3-I. A continuacién, LC3-I es sometido a un proceso de lipidacidn por el cual se
une covalentemente a fosfatidiletanolamina (PE), generando asi la forma LC3-Il. En
este proceso operan una serie de enzimas, de manera semejante a la cascada de
ubicuitilacidn. Asi, intervienen de manera secuencial las enzimas ATG7, que actUa a
modo de enzima E1, ATG3, que actia a modo de E2, y el complejo formado por las
proteinas ATG5, ATG12 y ATG16, que actua de manera equivalente a la enzima E3
(Lamb et al, 2013). LC3-ll se inserta entonces en ambos lados de la membrana en
crecimiento. Esta continla su elongacidn y curvatura hasta cerrarse por completo,
formando el autofagosoma maduro, que contiene todo el material a degradar
(Reggiori & Ungermann, 2017; Cebollero et al, 2012). Finalmente, el autofagosoma se
fusiona con el lisosoma, liberando los cargos en su interior. El contenido del
autolisosoma resultante se degrada gracias a la accion de diversas proteasas
contenidas en el lisosoma, como las catepsinas. Tras la digestidon de los cargos, las
(macro)moléculas generadas son liberadas al citoplasma a través de las permeasas de
la membrana lisosomal, para su posterior reciclado como precursores metabdlicos
(Rudnik & Damme, 2021; Miiller et al, 2012; Klionsky et al, 2014).

La degradacion de sustratos por medio de la autofagia selectiva puede ser
dependiente de ubicuitilacion o independiente de ella. En este ultimo caso, participan
mecanismos alternativos para el reconocimiento de los sustratos que han de ser
degradados especificamente, como el uso de proteinas similares a la ubicuitina,
motivos que permiten interacciones proteina-proteina concretas o senales basadas en
lipidos o azucares (Khaminets et al, 2016). En la degradacién selectiva de los sustratos
ubicuitilados suelen intervenir receptores o adaptadores de la autofagia, como citamos
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anteriormente. Estas proteinas poseen en su estructura un dominio de union a la
ubicuitina (dominio UBD) a través del cual reconocen e interaccionan con las
ubicuitinas del cargo, y un dominio de interaccién con LC3 (dominio LIR). De esta
manera, se unen tanto al cargo a degradar como a la proteina LC3 ya inserta en la
membrana del autofagosoma (LC3-1l), asegurando asi la incorporaciéon al mismo y
posterior degradacién. La proteina p62/SQSTM1 es el adaptador clasico de la via
autofdgica, aunque existen otros como NBR1 o NDP52. p62 reconoce sustratos
marcados con cadenas de ubicuitina enlazadas a través de K48 (Chen et al, 2016b) o
K63, aunque tradicionalmente se ha descrito una mayor afinidad por las segundas (Liu
et al, 2016b; Lippai & Low, 2014). Experimentalmente, tanto el nivel de p62, que
correlaciona inversamente con la actividad autofagica, como la conversién de LC3-I a
LC3-Il se utilizan como marcadores de autofagia (Slobodkin & Elazar, 2013; Lippai &
Low, 2014).

Por ultimo, destacar que la autofagia puede estimularse, ademds de por la
privacion de nutrientes anteriormente citada, por estrés oxidativo o dafo en el ADN,
entre otros, con el fin de preservar la homeostasis celular (Kroemer et al, 2010). En el
caso del dafo en el ADN (Figura 23), la activacion de ATM provoca la inhibicion de
MTORC1 via AMPK, lo que induce la autofagia. ATM y ATR también provocan la
estabilizacién y activacién de p53, del que se han descrito papeles tanto en la
activacion como en la inhibicidn de la autofagia. Respecto a la estimulacién de esta via,
p53 puede por un lado activar AMPK, con el efecto ya descrito, o por otro lado
promover la expresién de la proteina moduladora de la autofagia regulada por dafio,
DRAM, una proteina lisosomal que facilita la autofagia. Asimismo, p53 puede estimular
la expresion de la fosfatasa PTEN, un inhibidor de la via PI3K/AKT. En ambos casos, el
resultado es la inhibicion de mTORC1 con la consiguiente activacion de la via

autofagica (Zhang et al, 2015).
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Figura 23. Efecto del tratamiento con agentes genotoxicos sobre la autofagia. El dafio en el ADN
derivado del tratamiento provoca en ultima instancia la activacion de la autofagia a través de la
inhibicion por diversas vias de mTORC1. Figura modificada a partir de Zhang et al, 2015.
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Objetivos

En los ultimos afios, nuestro grupo de investigaciéon se ha centrado en la
identificacion y el estudio de nuevos sustratos de las ligasas de ubicuitina SCF(BTrCP) y
SCF(FBXW?7), interesandonos especialmente por aquellos que pudieran estar
implicados en el proceso tumorigénico. El objetivo general de nuestro trabajo es
averiguar la relevancia de esas interacciones en el contexto de la célula cancerosa, ya
que se han publicado multitud de estudios que relacionan la desregulacién de la
estabilidad de las proteinas con el cancer. Por tanto, la busqueda de nuevos sustratos
y la determinacién del posible papel de su regulacién por ubicuitilacion en la formacion
o desarrollo de tumores permitira obtener potenciales dianas terapéuticas contra esta
enfermedad.

En esta Tesis nos hemos centrado especificamente en el estudio del complejo
MRE11-RAD50-NBS1, tras su identificacion como posible sustrato de las ligasas de
ubicuitina SCF(BTrCP) y SCF(FBXW?7) en ensayos de espectrometria de masas. Para ello,
hemos abordado los siguientes objetivos concretos:

1. Validar las interacciones entre BTrCP y FBXW?7 vy las proteinas del complejo
MRN, y averiguar si son sustratos de las correspondientes ligasas de ubicuitina.

2. Caracterizar la asociacion entre ambas proteinas F-box y el complejo MRN.

3. Analizar desde un punto de vista funcional el papel de la ubicuitilacién del
complejo MRN llevada a cabo por SCF(BTrCP) y SCF(FBXW?7).
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1. Material biologico

1.1. Bacterias

En este trabajo se han empleado las estirpes NEB5a, DH5a y DH10B de Escherichia
coli. Los genotipos de estas estirpes son los siguientes:

e NEB5a: F$80/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk-, mk*)
phoA supE44 N\ thi-1 gyrA96 relAl fhuA2.

e DH5a: F~ $80/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk~, mg?)
phoA supE44 N\ thi-1 gyrA96 relAl.

e DH10B: F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80/acZAM15 AlacX74 recAl endAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK A rpsL(StrR) nupG.

Todas ellas se han utilizado para la produccién de plasmidos que portaban genes
de interés, asi como un gen de resistencia a antibidticos, como marcador de seleccién.
Los cultivos bacterianos se sembraron en el medio rico no definido Luria-Bertani (LB),
tanto en medio liquido como sdlido, suplementado con el antibiético correspondiente
a la resistencia del plasmido: generalmente 100 ug/mL de ampicilina (Sigma-Aldrich), y
en algunos casos 40 ug/mL de kanamicina (Sigma-Aldrich). Todos los cultivos se
mantuvieron a 37 °C para un crecimiento éptimo.

Para conservar a largo plazo las bacterias transformadas con plasmidos de interés,
se obtuvieron precipitados bacterianos a partir de 20 mL de cultivo liquido,
suplementado con el antibidtico correspondiente. Posteriormente, se resuspendieron
en 4 mL de una solucion de medio LB con glicerol al 20%, se dividieron en dos viales de
congelacion (Greiner Bio-one) y se guardaron a -80 °C.

Medio LB: 20 g/L de LB-Broth Lennox (Formedium) en H,0 bidestilada. Para medio sélido, afiadir 20 g/L de agar.
Conservar a temperatura ambiente.

1.2. Células de mamifero

Las lineas celulares que se han utilizado en este trabajo se detallan en la siguiente
relacion:

Linea celular Origen Referencia

A549 Carcinoma pulmonar humano. ATCC
Linea celular derivada de A549 que lleva
A549::HA [TrCP integrado el gen HA STrCP por transduccién con Esta Tesis
lentivirus.

Células de rifién de mono verde africano adulto
(Cercopithecus aethiops) derivadas de la linea
celular CV-1 por transduccidn con un mutante
defectivo del virus SV40.

Cos-7 ATCC
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DLD1 FBXW7 */*

DLD1 FBXW?7 /-

HEK293T
Hela

Hela::HA SBTrCP

Hela::HA FBXW7

Hela::HA FBXW7 AF
HT1376
HT1376::HA STrCP
u20s

U20S::HA BTrCP

U20S::HA BTrCP AF

U20S::HA FBXW7

U20S::HA FBXW?7 AF

Adenocarcinoma colorrectal humano

Linea celular derivada de DLD1 en la que los dos
alelos correspondientes al gen FBXW?7 fueron
eliminados por recombinacién homaéloga.
Células de rindn de embrién humano.
Carcinoma cervical humano.

Linea celular derivada de Hela que lleva
integrado el gen HA STrCP por transduccidn con
lentivirus.

Linea celular derivada de Hela que lleva
integrado el gen HA FBXW?7 por transduccion
con lentivirus.

Linea celular derivada de Hela que lleva
integrado el gen HA FBXW?7 AF por transduccion
con lentivirus.

Carcinoma de vejiga humano.

Linea celular derivada de HT1376 que lleva
integrado el gen HA STrCP por transduccidn con
lentivirus.

Osteosarcoma humano.

Linea celular derivada de U20S que lleva
integrado el gen HA STrCP por transduccidn con
lentivirus.

Linea celular derivada de U20S que lleva
integrado el gen HA BTrCP AF por transduccidn
con lentivirus.

Linea celular derivada de U20S que lleva
integrado el gen HA FBXW?7 por transduccion
con lentivirus.

Linea celular derivada de U20S que lleva
integrado el gen HA FBXW?7 AF por transduccion
con lentivirus.

(Rajagopalan
et al, 2004)

(Rajagopalan
et al, 2004)

ATCC
ATCC

Esta Tesis

Esta Tesis

Esta Tesis
Sigma-Aldrich
Esta Tesis
ATCC

Esta Tesis

Esta Tesis

Esta Tesis

Esta Tesis

Tabla 1. Lineas celulares utilizadas.

e Cultivo de lineas celulares

En general, las lineas celulares utilizadas se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) High Glucose (Biowest) suplementado con suero fetal
bovino (Gibco) al 10% (v/v), previa inactivacidon por calor del sistema del complemento,
2 mM de L-glutamina (Gibco) y mezcla de dos antibidticos (100 pg/mL de
estreptomicina y 100 U/mL de penicilina, Gibco). Las lineas DLD1 y DLD1 FBXW7 7~ se
cultivaron en medio McCoy’s 5A (BioWest) suplementado con suero fetal bovino al
10% (v/v) y la mezcla de los dos antibidticos. Las células, todas con crecimiento
adherente, se cultivaron en cajas de 6 pocillos de 3,5 cm de diametro, o en cajas
individuales de 6, 10 6 15 cm de didmetro con 2, 5, 10 6 20 mL de medio de cultivo,

74



Materiales y métodos

respectivamente. Las diferentes lineas se incubaron en condiciones ambientales
adecuadas y estables, usando para ello un incubador Heraeus a 37 °C con atmdsfera
humeda y CO; al 5%.

Con el fin de evitar que las células alcanzaran una confluencia excesiva, los cultivos
se diluyeron periddicamente. Para ello, se les retiré el medio de cultivo y se lavaron
con PBS. Luego, se despegaron afadiendo la décima parte del volumen de medio de
cultivo de una solucidén estéril de tripsina-EDTA (Gibco) al 0,05% en PBS y se incubaron
a 37 °C durante 4 — 8 min, segun las caracteristicas del cultivo. Pasado este tiempo, se
neutralizo la tripsina afiadiendo 10 volumenes de medio de cultivo. A partir de ahi, las
células en suspension se diluyeron respecto a la caja de partida, conforme a las
necesidades experimentales. Las diferentes lineas celulares se renovaron una vez al
mes.

Inactivacion del sistema del complemento del suero: descongelar el suero en un bafio a 37 °Cy, luego, calentarlo
30 min a 56 °C. Tras esto, dejarlo atemperar, hacer alicuotas y conservarlo a -20 °C hasta su uso.

PBS 10X: 1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 43 mM Na;HPO4-7H,0 y 14 mM KH,PO,4. Ajustar el pH a 7,3. Para su uso en
cultivo, diluir con H,0 bidestilada hasta alcanzar 1X, esterilizar en autoclave y conservar a temperatura ambiente.

e Descongelacion y congelacion de células

Para descongelar los viales de células, estos se incubaron a 37 °C hasta
practicamente su descongelacion total. A continuacidn, el medio de congelacién se
diluyé con 10 mL de medio de cultivo y se centrifugd 8 min a 1.200 rpm a temperatura
ambiente. El precipitado celular resultante se resuspendié luego en el volumen
adecuado de medio de cultivo y se distribuyd, a la dilucién deseada, en cajas de
cultivo.

Para conservar las lineas celulares a largo plazo, las células se congelaron y
almacenaron en una atmdsfera de nitrégeno liquido. Partiendo de cultivos crecidos
inmediatamente tras descongelar, las células fueron despegadas como se ha descrito
anteriormente y la suspension celular se centrifugé 8 min a 1.200 rpm a temperatura
ambiente. El precipitado celular obtenido se resuspendid en 2 mL de medio de
congelacion por cada vial de congelacion (Greiner Bio-one) para alcanzar una
proporcién de, aproximadamente, 5x10° células por vial. Posteriormente, los viales se
mantuvieron a 4 °C durante 30 min, a -20 °C durante 2 h, a -80 °C entre 15—-24 hy, por
ultimo, se guardaron en atmodsfera de nitrégeno liquido.

Medio de congelacion: 10% de DMSO estéril y 90% de suero fetal bovino. Conservar a -20 °C.

e Tratamiento con diversos compuestos

En determinados experimentos fue necesario tratar los cultivos celulares en
condiciones estériles con alguno(s) de los compuestos que se relacionan a
continuacion:
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Casa ..
Compuesto . Preparacion
comercial

- . 10 mg/mL en 2,5-40 Marcador de
ElEsTEETE Lo EiEn tampon HEPES ug/mL seleccion
CHIR-99021 Sl 10 mM en DMSO 10 uM Inhibicion de

Chemicals H GSK3
. . . . 1 mM en H,0O Estrés
Cisplatino Sigma-Aldrich bidestilada 1-70 uM e
derreet Sigma-Aldrich 21 Gl () 40 mM IInaTZIr(::i)r::se
amonio (NH,cl) '8 bidestilada )
lisosomales
Inhibicion de
Concanamicina A  Sigma-Aldrich 50 uM en DMSO 50 nM la bomba de
H* lisosomal
.. . . 20 mM en H,0 Estrés
Doxorrubicina Sigma-Aldrich bidestilada 0,25-2,5 uM e
MG132 ‘Santa Cruz 20 mM en DMSO 20 UM Inhibicion del
Biotechnology proteasoma
HLILOCE LabKem 33% (9,7 M) 30 -300 uM Estrés
hidrégeno (H:0;) o H oxidativo
Inhibicion de
- 1 D
PF-470867 TOCRIS 6,67 mM en DMSO 10 uM 070S6K
Rapamicina Sigma-Aldrich 1 mM en DMSO 10 uM Ll LS
P & H mTORC1
Inhibicion de
TBB TOCRIS 50 mM en DMSO 75 uM K2
Se disuelve la
Trehalosa Sigma-Aldrich car\tldad EEIEEEE] 100 mM Estlmular £
directamente en autofagia

medio de cultivo

Tabla 2. Compuestos utilizados para el tratamiento de las células en cultivo.

Por otro lado, en algunos experimentos fue necesario someter las células a
deprivacion de suero. Con este fin, partiendo de cajas con cultivos subconfluentes, se
retird el medio y se realizaron 3 lavados con PBS. Posteriormente, se anadié medio de
cultivo fresco suplementado con suero fetal bovino al 0,15% y se recolectaron las
células tras 3 dias de deprivacion.
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2. Manipulacion de dacidos nucleicos

2.1. Plasmidos

Los plasmidos utilizados en esta Tesis se citan a continuacioén:

Plasmido Descripcion Referencia

pLenti 6.3/V5-DEST

PRSV-Rev

pMDLg/pRRE

pMD2.G

pLenti HA BTrCP

pLenti HA BTrCP AF

pLenti HA FBXW?7

pLenti HA FBXW7 AF

pCDNA3 Flag FBXW7

Plasmido del sistema de produccién de lentivirus. Permite
clonar el gen de interés bajo el promotor constitutivo CMV.
Ademas, porta el gen de resistencia a blasticidina para
seleccionar células transducidas. Presenta los elementos
necesarios para su empaquetamiento en la cdpsida virica
durante el ensamblaje del virion: sefal de empaquetamiento
psi y regiones LTR. Este plasmido fue cedido por el Dr. S. |. Reed
(Department of Molecular Medicine, The Scripps Research
Institute, San Diego, California, USA).

Plasmido del sistema de produccién de lentivirus. Codifica la
proteina REV, que facilita la exportacidon de los ARN virales del
nucleo al citoplasma celular. Este pldsmido fue cedido por el Dr.
S. . Reed (Department of Molecular Medicine, The Scripps
Research Institute, San Diego, California, USA).

Plasmido del sistema de produccién de lentivirus. Codifica GAG
y POL, proteinas estructurales internas y retrotranscriptasa e
integrasa, respectivamente. Este plasmido fue cedido por el Dr.
S. . Reed (Department of Molecular Medicine, The Scripps
Research Institute, San Diego, California, USA).

Plasmido del sistema de produccion de lentivirus. Codifica ENV,
proteinas de la envoltura virica responsable del reconocimiento
de determinados receptores de la célula, permitiendo asi la
infeccion. Este pldsmido fue cedido por el Dr. S. I. Reed
(Department of Molecular Medicine, The Scripps Research
Institute, San Diego, California, USA).

Vector derivado de plenti 6.3/V5-DEST que lleva clonado el
ADNCc de STrCP humano fusionado a HA.

Vector derivado de plenti 6.3/V5-DEST que lleva clonado el
ADNc de STrCP AF humano fusionado a HA. Actua como
dominante negativo de BTrCP al ser capaz de unirse a sus
sustratos pero no a SKP1.

Vector derivado de plLenti 6.3/V5-DEST que lleva clonado el
ADNc de FBXW?7 humano fusionado a HA.

Vector derivado de plenti 6.3/V5-DEST que lleva clonado el
ADNc de FBXW7 AF humano fusionado a HA. Actla como
dominante negativo de FBXW7a al ser capaz de unirse a sus
sustratos pero no a SKP1.

Vector de expresion en células de mamifero que lleva clonado
el ADNc de FBXW?7 humano fusionado a Flag. Este plasmido fue
cedido por el Dr. P. Wang (Institute of Biomedical Sciences and
School of Life Sciences, East China Normal University, Shanghai
200241, China).

Addgene

Addgene

Addgene

Addgene

Esta Tesis

Esta Tesis

Esta Tesis

Esta Tesis

(Liu et al,
2010)
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pCMV HA

pCMV HA FBXW?7

pCMV HA FBXW?7
AF

pCS2 HA BTrCP

pCS2 HA BTrCP AF

pFlag CMV2

pFlag CMV2 3TrCP

pHeBo CMV NBS1

pCMV HA NBS1

pCMV HA NBS1
T273A

pCMV HA NBS1
T337A

pCMV HA NBS1
S343A

pCMV HA NBS1 ABT

pCMV HA NBS1 AFB

pCDNA3 RAD50 Flag

pCMV HA RAD50

pCMV HA RAD50
$784G

Vector de expresidn en células de mamifero que incorpora HA.
Este plasmido fue cedido por el Dr. K. Irie (Department of
Molecular Cell Biology, University of Tsukuba, Japan).

Vector de expresion en células de mamifero que lleva clonado
el ADNc de FBXW7 humano fusionado a HA.

Vector de expresion en células de mamifero que lleva clonado
el ADNc de FBXW?7 AF humano fusionado a HA.

Vector de expresion en células de mamifero que lleva clonado
el ADNc de STrCP humano fusionado a HA. Este plasmido fue
cedido por la Dra. F. Margottin-Goguet (Institut Cochin de
Génétique Moléculaire, Faculté de Médecine, Université Paris
V, Paris, France).

Vector de expresion en células de mamifero que lleva clonado
el ADNc de STrCP AF humano fusionado a HA. Este plasmido
fue cedido por la Dra. F. Margottin-Goguet (Institut Cochin de
Génétique Moléculaire, Faculté de Médecine, Université Paris
V, Paris, France).

Vector de expresion en células de mamifero que incorpora Flag.
Este plasmido fue cedido por el Dr. C. Spruck (Sydney Kimmel
Cancer Center, San Diego, California, USA).

Vector derivado de pFlag CMV2 que lleva clonado el ADNc de
STrCP humano fusionado a Flag.

Vector de expresion en células de mamifero que lleva clonado
el ADNc de NBS1 humano. Este plasmido fue cedido por el Dr.
K. J. Wu (Department of Medical Genetics, College of Medicine,
National Taiwan University, Taipei, Taiwan).

Vector derivado de pCMV HA que lleva clonado el ADNc de
NBS1 humano fusionado a HA.

Vector derivado de pCMV HA NBS1 en el que se ha cambiado el
aminoacido Thr 273 por Ala mediante mutagénesis dirigida.
Vector derivado de pCMV HA NBS1 en el que se ha cambiado el
aminodcido Thr 337 por Ala mediante mutagénesis dirigida.
Vector derivado de pCMV HA NBS1 en el que se ha cambiado el
aminoacido Ser 343 por Ala mediante mutagénesis dirigida.
Vector derivado de pCMV HA NBS1 T273A en el que se han
cambiado los aminodcidos Thr 276 por Ala y Ser 278 por Ala
mediante mutagénesis dirigida.

Vector derivado de pCMV HA NBS1 T337A en el que se han
cambiado los aminodcidos Ser 341 por Gly y Ser 343 por Ala
mediante mutagénesis dirigida.

Vector de expresion en células de mamifero que lleva clonado
el ADNc de RAD50 humano fusionado a Flag. Este plasmido fue
cedido por el Dr. M. F. Lavin (Radiation Biology and Oncology
Laboratory, Queensland Institute of Medical Research,
Brisbane, Queensland, Australia).

Vector derivado de pCMV HA que lleva clonado el ADNc de
RAD50 humano fusionado a HA.

Vector derivado de pCMV HA RAD50 en el que se ha cambiado
el aminodcido Ser 784 por Gly mediante mutagénesis dirigida.

(Fukuda et
al, 2009)

(Giraldez et
al, 2014)
(Giraldez et
al, 2014)

(Margottin

et al, 1998)

(Margottin
et al, 1998)

(Klotz et al,
2009)

Esta Tesis

(Chiang et
al, 2003)

Esta Tesis
Esta Tesis
Esta Tesis

Esta Tesis

Esta Tesis

Esta Tesis

(Gatei et al,
2011)

Esta Tesis

Esta Tesis
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pCMV HA RAD50 Vector derivado de pCMV HA RADS50 en el que se ha cambiado Esta Tesis
S$913G el aminoacido Ser 913 por Gly mediante mutagénesis dirigida.
pCMV HA RAD50 Vecto.r derivadq del PCMV HA RAD50 S784q en el que Ise h.a .
ABT c:flr.nl.mado el aminodacido Thr 790 por Ala mediante mutagénesis Esta Tesis
dirigida.
Vector derivado de pCMV HA RAD50 S913G en el que se han
pCMVZ;\BRADSO cambiado los aminodacidos Glu 916 por Gly, Thr 917 por Ala y Esta Tesis
Thr 918 por Ala mediante mutagénesis dirigida.
pCMV6 MRE11 Vector de expresion en células de mamifero que lleva clonado OriGene
MycFlag el ADNc de MRE11 humano fusionado a Myc-Flag.
pCMV6 MRE11 Vecto.r derivadq de, F)CMVG MRE11 MycFIag. en el que Ise h.a _
cambiado el aminodcido Thr 597 por Ala mediante mutagénesis Esta Tesis
T597A MycFlag L
dirigida.
Vector derivado de pCMV6 MRE11 T597A MycFlag en el que se
pCMV6 MRE11 ABT  han cambiado los aminoacidos Glu 600 por Gly, Thr 601 por Ala, Esta Tesis
MycFlag Ser 602 por Ala y Thr 603 por Ala mediante mutagénesis
dirigida.
pPCW?7 ('313)64 Myc Plasmido que expresa el gen de la ubicuitina fusionado a Myc. ATCC

Tabla 3. Plasmidos utilizados.

2.2. Aislamiento de plasmidos de bacterias

El aislamiento de plasmidos de cultivos bacterianos obtenidos a partir de colonias

aisladas se realizé con diferentes kits comerciales dependiendo de la cantidad de ADN
plasmidico que se quisiera obtener. Para obtener cantidades pequenas de ADN
plasmidico, partimos de cultivos bacterianos de hasta 4 mL y realizamos
minipreparaciones utilizando el kit Isolate Il Plasmid Mini Kit (BioLine), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para obtener grandes cantidades de ADN plasmidico de
elevada pureza, partimos de cultivos bacterianos de 200 mL vy realizamos
maxipreparaciones utilizando el kit FavorPrep™ Plasmid DNA Extraction Maxi Kit
(Favorgen), siguiendo también las indicaciones del producto. Una vez obtenidas las
diferentes preparaciones plasmidicas, medimos la concentracién y pureza del ADN
utilizando un espectrofotémetro NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific).

2.3. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las endonucleasas de restriccidon se utilizaron segun las instrucciones del fabricante
(New England Biolabs). Cuando se requeria gran cantidad de ADN digerido, la
restriccion se prolongaba en el tiempo y se afiadia mas endonucleasa a mitad del
proceso.
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2.4. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Los fragmentos de ADN se separaron por tamafio mediante electroforesis en geles
de agarosa. Las muestras de ADN se mezclaron con la cantidad correspondiente de
tampodn de carga 6X, y se cargaron en geles preparados con una concentracidon de
agarosa entre 0,5 y 1,5% (segun el tamano del fragmento a visualizar o aislar) en
tampén TAE 0,5X y 0,4 ug/mL de bromuro de etidio (stock de 10 mg/mL, Sigma-
Aldrich). Las muestras se acompafiaron con un marcador con diferentes fragmentos de
ADN de tamano conocido (escalera de 1 kb, Gibco). La electroforesis se realizd en un
equipo iMupid, de Eurogentec, utilizando el mismo tampdén TAE 0,5X (sin bromuro de
etidio) como electrolito, basandonos en el método descrito por Maniatis y
colaboradores (Maniatis et al, 1982). Tras la migracién, las bandas de ADN se
visualizaron utilizando un transiluminador equipado con |ldmpara ultravioleta (GelDoc-
2000, BioRad) y se fotografiaron con una videocdmara. Por ultimo, las imagenes
obtenidas se analizaron con el programa Quantity One de BioRad.

Tampon de carga 6X: 40% (p/v) sacarosa, 0,25% (p/v) azul de bromofenol y 6 mM EDTA pH 8. Conservar a 4 °C.

Tampon TAE: 40 mM Tris-acetato pH 8, 5 mM acetato sddico y 2 mM EDTA. Conservar a temperatura ambiente.

2.5. Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Con el fin de aislar y purificar fragmentos de ADN concretos previamente
separados por electroforesis en gel de agarosa, utilizamos el kit Isolate Il PCR and Gel
kit (BioLine), siguiendo en todo momento las instrucciones del fabricante.

2.6. Purificacion mediante precipitacion fendlica

Para purificar el ADN y extraer las proteinas, por ejemplo, tras una restriccién, en
primer lugar, afiadimos a la muestra un volumen de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1). Tras agitar la mezcla, centrifugamos durante 5 min a 14.000 rpm vy
temperatura ambiente. De esta manera, se obtuvo una fase acuosa que contenia el
ADN libre de contaminacidon proteica. A continuacién, precipitamos dicho ADN
afadiendo la décima parte del volumen de la fase acuosa de acetato de sodio 3 M pH
5,2, 2,2 volumenes de etanol absoluto a -20 °C y 1,5 uL de glucégeno (20 mg/mL,
Roche) si la cantidad de ADN a precipitar era pequefia. La mezcla se mantuvo a esta
temperatura durante al menos 30 min y posteriormente se centrifugd durante otros
30 min a 14.000 rpm y 4 °C. El precipitado de ADN resultante se lavé con etanol al 70%
a-20°Cy, por ultimo, se secd y se resuspendio en H,0 bidestilada.
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2.7. Ligacion de fragmentos de ADN

La ligacion de fragmentos de ADN se realizd con la ligasa de T4 siguiendo las
indicaciones del fabricante (New England Biolabs). Para estas reacciones usamos una
relacion vector/insertode 1 a 7.

Las ligaciones se incubaron durante 4 h a temperatura ambiente. Posteriormente,
el ADN se purificd mediante precipitacion fendlica y se resuspendié en un volumen de
5 uL de H,0 bidestilada estéril. Después, utilizamos 1 pL para transformar E. coli por
electroporacion.

2.8. Reacciones de PCR

e Oligonucleétidos cebadores

Los oligonucledtidos empleados como cebadores en las distintas reacciones de
PCR, todos ellos adquiridos en Sigma-Aldrich, fueron los siguientes:

Oligonucledtido | Secuenca |

FBW7-S 5" ACGTGAATTCAATCAGGAACTGCTCTCTGTGG 3’
FBW7-R 5" ACGTGTCGACTCACTTCATGTCCACATCAAAGT 3’
Lenti bTrCP-S 5" ACGTACTAGTCCACCATGTACCCATACGATGTTC 3’
Lenti FBXW?7-S 5" ACGTCTGCAGCCGCCATGGGCCGCATCTTTTACCCA TACGATG 3’
Lenti FBXW7Spel-S 5" ACGTACTAGTCCGCCATGGGCCGCATCTTTTACCCATACGATG 3’
MRE11-mut.597-S 5’ AAGAGCAGACGCTGGTCTGGA 3’
MRE11-mut.597-R 5" CCTCTTTGAGACCCTCCTC 3’
MRE11-mut.600/3-S 5" GCTGCCCGTAGCAGGAACTCAAAG 3’
MRE11-mut.600/3-R 5" AGCCCCCAGACCAGCGTCTGCTC 3’
NBS1-S 5 ACGTGTCGACGTGGAAACTGCTGCCCGCCGC ¥
NBS1-R 5" ACGTGTCGACTTATCTTCTCCTTTTTAAATAAGGATTGT 3’
NBS1-mut.273-S 5 TGTTGTTGATGCAGGAATAACAAACTCAC 3’
NBS1-mut.273-R 5’ CACGTTCCCGGAGCCAAA 3’
NBS1-mut.337-S 5" AAAGACAACAGCTCCAGGACC ¥
NBS1-mut.337-R 5’ AATCCTGTACTGGGATGG 3’
NBS1-mut.343-S 5’ ACCAAGCCTTGCACAAGGCGT 3’
NBS1-mut.343-R 5" CCTGGAGTTGTTGTCTTTAATCCTG 3’
NBS1-mut.276/8-S 5" ACGCACAGACCTTAATTCCTG 3’
NBS1-mut.276/8-R 5’ TTGCTATTCCTGCATCAACAAC 3’
NBS1-mut.341/3-S 5’ CTCCAGGACCAGGCCTTGCACAAGGCGTG 3’
NBS1-mut.341/3-R 5 CTGTTGTCTTTAATCCTGTACTGGGATGG 3’
pLenti-R 5" GTACGCGTAGAATCGAGACCG 3’
RAD50-S 5" ACGTGAATTCTCCCGGATCGAAAAGATGAGCATTC 3’
RAD50-R 5" ACGTCTCGAGTTAATGAACATTGAATCCCAGGGAGCTAA 3’
RAD50-mut.784-S 5’ TGAAGAAGAAGGTGCCAAAGTATG 3’
RAD50-mut.784-R 5’ GGCATTATTGTACCCAAG 3’
RAD50-mut.913-S 5" AGAGCAGGTAGGCCCTTTGGA 3’
RAD50-mut.913-R 5 TTAGCATCCTTTATCTCTCTGTAC 3’
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RAD50-mut.790-S 5" AGTATGCCTGGCAGATGTTAC 3’
RAD50-mut.790-R 5" TTGGCACCTTCTTCTTCAG 3’
RAD50-mut.916/8-S 5" GGCCCTTTGGGAGCAGCATTGGAAAAG 3’
RAD50-mut.916/8-R 5’ TACCTGCTCTTTAGCATC 3’
Trcp-R2 5 ACGTGTCGACTTATCTGGAGATGTAGGTGTATGTTC 3’

Tabla 4. Oligonucledtidos empleados en las reacciones de PCR.

e Amplificacidn de fragmentos de ADN para clonacién

Ciertos fragmentos de ADN de interés se amplificaron por PCR a partir de un vector
de partida con el fin de clonarlos en otro vector de expresion. Estas reacciones de PCR
se realizaron en un volumen total de 50 uL, conteniendo 20 ng de ADN molde, 1 uL de
cada oligonucledtido cebador (a 100 uM), 1 uL de la mezcla de los 4 nucledtidos
(dNTP, 10 mM), 0,5 L de Phusion High-Fidelity DNA Polimerase (New England Biolabs)
y 10 uL del tampoén 5X de la polimerasa. La reaccion se llevd a cabo en un
termociclador Perkin EImer 2400.

e Andlisis de transformantes por PCR

Para identificar las bacterias transformadas con una determinada construccién se
realizé una PCR a partir de las colonias obtenidas tras la transformacién. Para ello,
dichas colonias se picaron con palillos estériles en otra placa con el mismo medio, para
conservar las bacterias, y en tubos de PCR previamente preparados con 25 L de la
mezcla de reaccién. Por ultimo, la presencia del producto de la PCR se comprobd
mediante electroforesis en gel de agarosa, y la fidelidad de la clonacidon por
secuenciacion.

2.9. Mutagénesis puntual

Con el fin de generar versiones mutantes de RAD50, NBS1 y MRE11 utilizamos el kit
Q5 site-directed mutagenesis Kit de New England Biolabs, siguiendo las indicaciones
del fabricante. El primer paso fue disefiar los oligonucledtidos cebadores (recogidos en
la Tabla 4) en los que se incorporaron los cambios de bases para producir los cambios
de aminodacidos deseados. Después, se realizd una reaccién de PCR utilizando como
ADN molde los plasmidos correspondientes. Los productos de la PCR se incubaron con
una mezcla enzimdtica que contenia una quinasa y una ligasa, necesarias para
circularizar los plasmidos neoformados, y la enzima de restricciéon Dpnl, que degradaba
el ADN metilado (ADN molde) y hemimetilado (hibrido entre ADN molde y producto de
la PCR), quedando solo los plasmidos amplificados en la PCR ya circularizados. Por
ultimo, para la transformacion, se utilizaron bacterias quimiocompetentes y 5 uL de la
mezcla anterior. Tras una incubacion de 30 min en hielo, la mezcla se sometié a un
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choque térmico de 30 seg a 42 °C. Luego, se incubd de nuevo en hielo durante 5 miny
se afnadidé 1 mL de medio LB. A continuacion, la mezcla se mantuvo a 37 °C durante 1 h
en agitacion suave, y se cultivd en medio LB sélido con el antibidtico correspondiente
al marcador de seleccidon del plasmido utilizado. Las colonias obtenidas se analizaron
por PCR y algunos de los clones positivos se mandaron a secuenciar para comprobar
que los cambios introducidos en las secuencias de nucledétidos eran los correctos.

2.10. Transformacion de bacterias electrocompetentes

Para transformar bacterias con los pldsmidos de interés, habitualmente recurrimos
a la electroporacion. Las diferentes estirpes de E. coli electrocompetentes se
transformaron siguiendo las instrucciones del fabricante del electroporador (Gene
Pulser I, BioRad). Se utilizaron 40 uL de bacterias y 1 uL de ADN, correspondiente a
100 ng como mdximo. Las electroporaciones se llevaron a cabo en cubetas de 0,2 cm
de grosor (BioRad), con las siguientes condiciones: 2,5 kV, 200 QQ y 25 uF, de acuerdo
con las especificaciones del fabricante. Tras incubar las bacterias en 1 mL de medio LB
a 37 °C, se sembraron en medio LB sdlido suplementado con el antibidtico
correspondiente al marcador de seleccién del pladsmido. Finalmente, las colonias
obtenidas se analizaron mediante PCR.

2.11. Secuenciacion

Las construcciones obtenidas tras los procesos de clonacidén y mutagénesis puntual
se secuenciaron en centros especializados para comprobar que estuvieran libres de
errores antes de usarlas en los diferentes ensayos. La comparacidon entre las
secuencias obtenidas y las esperadas se realizé utilizando el programa BLAST (Altschul
et al, 1990).

Los oligonucleétidos empleados en las secuenciaciones, todos ellos adquiridos en
Sigma-Aldrich, fueron los siguientes:

Oligonucleotido | Secuenca |

MRE11Seq 5" CAGCAGCAACCAACAAAGG 3’
NBS1Seq 5’ GGGGAAGCTAGGTTGATAAC 3’
RAD50Seq 5" GCTGGGACTTGTGCCCAT 3’

Tabla 5. Oligonucleétidos empleados en las reacciones de secuenciacion.
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2.12. Transfeccion transitoria de células de mamiferos

Para los ensayos de transfecciéon se usaron preparaciones de ADN plasmidico
obtenidas segln los protocolos mencionados anteriormente. Se siguieron diferentes
métodos de transfeccion:

e Transfeccion por electroporacion

Las transfecciones por electroporacidon se realizaron en la linea celular Cos-7,
utilizando para cada transfeccién 107 células procedentes de cultivos no saturados. Las
células se despegaron como se ha descrito anteriormente y se contabilizaron con una
camara de Petroff-Hauser (Marienfeld Superior), se centrifugaron a 1.000 rpm durante
8 min y se resuspendieron en medio de electroporacion a razén de 107 células por
cada 200 pL.

El ADN usado en las electroporaciones (40 pug como maximo) se llevé a un volumen
final de 50 pL con H,0 bidestilada estéril y NaCl a una concentracion final de 200 mM.
A esta mezcla se afadieron 200 plL de la suspension celular previa y todo el conjunto se
pasé a una cubeta de electroporacidon de 0,4 cm de grosor (BioRad). Se utilizdé un
electroporador Gene Pulser |l (BioRad) con las siguientes condiciones: 200 V,
resistencia en infinito y 950 uF. Tras el pulso eléctrico, las células se pasaron a un tubo
con 10 mL de medio de electroporacién fresco y se centrifugaron a 1.000 rpm durante
8 min. Para acabar, se resuspendieron en medio de cultivo y se realizaron las
diluciones apropiadas.

En general, la expresidn de los ADNc transfectados con este método alcanzaba su
pico maximo entre 18 — 24 h tras la transfeccion, bajando considerablemente a partir
de ese momento.

Medio de electroporacién: medio de cultivo suplementado con 15 mM de HEPES sédico a pH 7,4.

e Transfeccidn con sistemas lipidicos

Las transfecciones con sistemas lipidicos se realizaron en la linea celular HEK293T
utilizando el kit Xfect (Takara), siguiendo las indicaciones del fabricante. Estos ensayos
se realizaron en cajas de 6 pocillos a partir de cultivos subconfluentes (entre 50 y 70%
de ocupacién).

El ADN utilizado (7,5 pg como mdximo) se diluyé en tampdn para ADN (Xfect
reaction buffer) y se afadidé la cantidad adecuada de polimero (Xfect polymer).
Posteriormente, se dejé reposar minimo 10 min para asegurar la interaccién polimero-
ADN. Por ultimo, la mezcla se afiadié al medio de cultivo en que se encontraban las
células.
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El tiempo éptimo de transfeccion fue de 48 h, aunque algunos ensayos se hicieron
a tiempos distintos segun las necesidades experimentales.

2.13. Produccion de lentivirus

Una vez que clonamos los genes de interés (HA STrCP, HA [STrCP AF, HA FBXW7 y
HA FBXWZ7a AF) en plenti 6.3/V5-DEST, nos aseguramos en primer lugar que las
construcciones se expresaban apropiadamente. Para ello, se transfectaron estos
vectores en células HEK293T utilizando el kit Xfect (Takara), segun lo descrito en el
apartado Transfeccion con sistemas lipidicos. Comprobada la correcta expresion de
estas construcciones mediante Western blot, pasamos a la produccidn de los lentivirus
correspondientes. Se transfectaron células HEK293T con los plasmidos pLenti 6.3/V5-
DEST (con el gen de interés), pRSV-Rev, pMDLg/pRRE y pMD2.G, en una relacién
4:1:2,6:1,4. Tras 48 h, se habian formado los lentivirus y liberado al medio de cultivo.
Retiramos dicho medio y lo centrifugamos a 1.200 rpm y 4 °C durante 20 min para
descartar posibles contaminantes celulares. El sobrenadante obtenido con Ila
suspension de lentivirus se filtrd con ayuda de una jeringuilla a través de un disco
Puradisc de 25 mm y 0,45 um de tamafio de poro (Cytiva). A continuacion, afiadimos a
este filtrado un tercio de su volumen de Lenti-X-concentrator (Clontech) y lo
mantuvimos en agitacion a 4 °C durante 4 h. Después, la mezcla se centrifugd a 1.500 g
y 4 °C durante 1 h, descartamos el sobrenadante y el precipitado obtenido, que
contenia los lentivirus, se resuspendié en 200 pL de PBS 1X. Por ultimo, titulamos los
virus utilizando Lenti-X-GoStix (Clontech), obteniendo un titulo superior a 5x10° ifu o
unidades infecciosas/mL. La suspension de lentivirus se almacend a -80 °C en alicuotas
de un solo uso.

2.14. Transduccion con lentivirus

Antes de realizar la transduccidon se determiné la dosis minima de blasticidina
capaz de matar a las células no transducidas. Para ello, se trataron cultivos de células
subconfluentes con un rango amplio de dosis del farmaco (2,5 — 40 pg/mL) y se
observd su evolucidon hasta un mdaximo de 7 dias. Asi, se determindé que la dosis
apropiada de blasticidina para las lineas celulares utilizadas en este trabajo era 20

ug/mL.

Para realizar las transducciones con los lentivirus, las lineas celulares de interés se
cultivaron en cajas de 6 pocillos hasta alcanzar una confluencia del 70%. Se anadié
entonces una alicuota de 10 pL de lentivirus concentrados al medio de cultivo celular,
manteniendo siempre un pocillo sin lentivirus como control de la transduccién. Tras 24
h de infeccidn, se retiré el medio de cultivo y se afiadié medio nuevo con 20 pg/mL de
blasticidina, tanto a las células transducidas como al control. Las células seleccionadas
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con la blasticidina se amplificaron escalonadamente, manteniendo la presencia del
antibiético en el medio de cultivo en todo momento, y se congelaron cuando
alcanzaron el crecimiento adecuado. La correcta expresién de los genes transducidos
se comprobd mediante Western-blot tanto en el proceso de amplificacién como en las
lineas celulares establecidas y congeladas.

2.15. ARNs pequeiios de interferencia (siRNAs)

Los ARNs pequeios de interferencia fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. En los
ensayos de silenciamiento génico transitorio se emplearon los siguientes siRNAs:

siRNA Secuencia Referencia
EGFP 5’ CCUACGCCACCAAUUUCGU 3’ (Lee et al, 2007)
FBXW7a. 5" GUGAAGUUGUUGGAGUAGA 3’ (van Drogen et al, 2006)
HA BTrCP 5" CUUAUGAUGUACCAGACUA 3’ Esta Tesis
LC3 5" GAAGGCGCUUACAGCUCAA 3’ (Gao et al, 2010)
p62 5’ GUAAGCCUAGGUGUUGUCA 3’  (Pursiheimo et al, 2009)

Tabla 6. ARNs pequefios de interferencia utilizados. Se muestra la secuencia 5’-3’ de la cadena sentido
del duplex de ARN.

2.16. Silenciamiento génico transitorio

Con el fin de inhibir la expresién de determinados genes de interés, se realizaron
ensayos de silenciamiento génico transitorio con 50 nM de ARNs pequeiios de
interferencia (siRNA, ver la Tabla 6), utilizando lipofectamina (Invitrogen) como
reactivo de transfeccion. Las células empleadas generalmente fueron U20S, que
debian presentar una confluencia del 65 — 75%. Se incubaron en medio de cultivo
OPTI-MEM (Gibco) un minimo de 3 h previo a la interferencia. A continuacion, diluimos
por separado tanto los ARNs pequefios de interferencia como la cantidad adecuada de
lipofectamina en medio OPTI-MEM. Incubamos 5 min a temperatura ambiente,
mezclamos entre si ambos componentes e incubamos otros 20 min para asegurar la
interaccion polimero-ARN. La mezcla se afadié al medio de cultivo y se mantuvo
durante un minimo de 4 — 5 h. Finalmente, se retiré y se afladié medio de cultivo
fresco. Las células se recogieron a las 48 h de la interferencia.
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3. Andlisis de proteinas

3.1. Preparacion de extractos celulares

Se han realizado diferentes tipos dependiendo de la finalidad y las necesidades
experimentales.

e Extractos totales

Para extraer la totalidad de las proteinas celulares, incluyendo las proteinas unidas
a acidos nucleicos, utilizamos tampdn RIPA con alta concentracién de sal (420 mM
NaCl), suplementado con inhibidores de proteasas. Los precipitados celulares se
resuspendieron con ayuda de un agitador tipo vértex en un volumen estimado del
tampodn. Después, se sonicaron utilizando un sonicador Bandelin SONOPLUS mini20 al
50% de potencia, durante 1,5 min en pulsos de 0,5 seg con pausas de 1 seg.
Posteriormente, las muestras se mantuvieron un minimo de 30 min en agitacién a 4 °C.
Para finalizar, se centrifugaron 30 min a 14.000 rpm y 4 °C, y los sobrenadantes
obtenidos se conservaron a -80 °C para su uso posterior.

Tampon RIPA con 420 mM NaCl e inhibidores de proteasas: 1% Nonidet P-40 (NP-40), 0,5% desoxicolato de sodio,
0,1% dodecilsulfato de sodio (SDS), 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 10% glicerol, 420 mM NaCl, CLAP y PMSF.

Mezcla de inhibidores de proteasas (CLAP 500X): preparar los siguientes stocks: quimostatina (Sigma-Aldrich, 5
mg/mL en DMSO), pepstatina (Sigma-Aldrich, 0,5 mg/mL en metanol), leupeptina (Sigma-Aldrich, 0,5 mg/mL en H,0
bidestilada), aprotinina (Sigma-Aldrich, 0,5 mg/mL en PBS 1X). Para generar la mezcla 500X, combinar volimenes
iguales de los cuatro inhibidores y completar con H,0 bidestilada si fuera necesario. Conservar a -20 °C.

PMSF 100X: 100 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo(PMSF, Sigma-Aldrich) en etanol absoluto. Conservar a -20 °C.

e Extractos celulares NP-40

Para los ensayos de inmunoprecipitacién, los precipitados celulares se lisaron en
tampodn NP-40 con alta concentracion de sal (420 mM NaCl) para obtener también las
proteinas unidas a acidos nucleicos, suplementado con inhibidores de proteasas. Se
resuspendieron en un volumen estimado de tampdn de lisis y se mantuvieron un
minimo de 30 min en agitacion a 4 °C. Después, las muestras se centrifugaron 30 min a
14.000 rpm. Los sobrenadantes obtenidos se diluyeron con tampdén NP-40 sin sal
suplementado con inhibidores de proteasas, para rebajar la concentracién de sal del
extracto hasta 150 mM. Finalmente, los extractos obtenidos se conservaron a -80 °C
hasta su uso.

Tampon NP-40 con 420 mM NaCl e inhibidores de proteasas: 1% NP-40, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 10% glicerol, 420
mM NaCl, CLAP y PMSF.

Tampon NP-40 sin sal con inhibidores de proteasas: 1% NP-40, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 10% glicerol, CLAP y PMSF.
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e Fraccionamiento subcelular

Se han aplicado varios protocolos de fraccionamiento subcelular, que se detallan a
continuacion:

o Obtencion de extractos citosdlicos y nucleares

Para obtener los extractos citosélicos y nucleares seguimos el protocolo de Dignam
y colaboradores (Dignam et al, 1983) con ligeras modificaciones. Los precipitados
celulares fueron resuspendidos en 5 volumenes (respecto al volumen del precipitado)
de tampdn A, hipotdnico, para favorecer la rotura de la membrana plasmatica.
Después, se centrifugaron y se resuspendieron en 2 volimenes del mismo tampén A.
Se sometieron entonces a presidn mecdnica con ayuda de un piston automadtico
(Kimble Chase) para favorecer la rotura de las membranas citoplasmaticas y la
liberacidon de su contenido. Cada cierto tiempo, las muestras se fueron analizando al
microscopio en preparaciones con azul de tripano para distinguir la presencia de
células enteras (no tefiidas) y de nucleos intactos (tefiidos de azul). Cuando la
proporcién de nucleos intactos superd considerablemente la de células enteras, las
muestras se centrifugaron a 2.000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante
resultante correspondié a la fraccidon citosdlica y el precipitado a la fraccién
enriquecida en nucleos.

Al sobrenadante se le afiadieron 0,11 volumenes (respecto al volumen obtenido
tras la centrifugacién) de tampon B y se incubd en agitacién a 4 °C durante un minimo
de 30 min. Tras esto, se centrifugd a 14.000 rpm y 4 °C durante 1 h. El sobrenadante
resultante se denominé S100 y se conservé a -80 °C.

El precipitado enriquecido en nucleos se centrifugd 20 min a 14.000 rpm y 4 °C
para eliminar los restos de citosol presentes. Luego, se resuspendidé en un volumen
estimado de tampdn C y se incubd en agitacién a 4 °C durante un minimo de 30 min.
Tras esto, se centrifugd a 14.000 rpm y 4 °C durante otros 30 min. El sobrenadante
resultante se denomind extracto nuclear (EN) y se conservo a -80 °C.

Para los ensayos de inmunoprecipitacidon realizados en extractos nucleares fue
necesario rebajar la concentracion de sal hasta 150 mM, para lo cual utilizamos
tampodn Csin sal.

Tampodn A: 10 mM HEPES pH 7,9, 1,5 mM MgCl,-6H,0, 10 mM KCl, CLAP, PMSF y 0,5 mM DTT.
Tampon B: 0,3 M HEPES pH 7,9, 30 mM MgCl,-6H,0, 1,4 M KCl, 9% NP-40, 20% glicerol, CLAP y PMSF.

Tampodn C: 20 mM HEPES pH 7,9, 1,5 mM MgCl,-6H,0, 10% glicerol, 420 mM NaCl, 1% NP-40, 0,2 mM EDTA, CLAP,
PMSFy 0,5 mM DTT.

Tampén C sin sal: 20 mM HEPES pH 7,9, 1,5 mM MgCl,:6H,0, 10% glicerol, 1% NP-40, 0,2 mM EDTA, CLAP, PMSF y
0,5 mM DTT.
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o Obtencion de extractos cromatinicos

Para conseguir extractos cromatinicos nos basamos en el protocolo de Yim y
Erikson (Yim & Erikson, 2009) modificado. Los precipitados celulares se resuspendieron
en un volumen estimado de tampdn CSK y se incubaron en hielo durante 15 min.
Posteriormente, se centrifugaron a 5.000 g y 4 °C durante 5 min. El sobrenadante
resultante, que contenia todas las proteinas celulares no unidas a la cromatina, se
denomind fraccion soluble y se conservé a -80 °C.

El precipitado obtenido se resuspendié de nuevo en tampdn CSK con ayuda de un
agitador tipo voértex y se centrifugd bajo las mismas condiciones para eliminar los
restos de la fraccion anteriormente aislada. Descartamos el sobrenadante y el
precipitado, que contenia la cromatina y las proteinas unidas a ella, se tratdé con
tampoén RIPA con alta concentraciéon de sal (420 mM NaCl), suplementado con
inhibidores de proteasas. El extracto asi obtenido se denomind fraccion cromatinica y
se conservo a -80 °C para su uso posterior.

Tampon CSK: 0,5% Tritdn X-100, 300 mM sacarosa, 3 mM MgCl,-6H,0, 10 mM HEPES sédico pH 7,4, 100 mM Nacl,
CLAP y PMSF.

o Obtencion de fracciones enriquecidas en lisosomas

Para la obtencidon de extractos enriquecidos en lisosomas nos basamos en el
protocolo de Li y colaboradores (Li et al, 2013) modificado. Los precipitados celulares
se resuspendieron en 3 volumenes (respecto al volumen del precipitado) de tampdn A.
Después, se sometieron a presién mecdnica con ayuda de un pistdn automatico para
provocar la rotura de las membranas citoplasmaticas, comprobando al microscopio el
estado de las células cada cierto tiempo con azul de tripano. Cuando las muestras
alcanzaron la maxima proporcién de nucleos intactos, se centrifugaron a 1.000 gy 4 °C
durante 10 min para separar el citoplasma (sobrenadante) de los nucleos o fraccién F1
(precipitado). Estos se lisaron con tampdn RIPA con alta concentracion de sal (420 mM
NaCl), suplementado con inhibidores de proteasas.

La fraccidon citoplasmica completa se centrifugd a 12.000 g y 4 °C durante 10 min,
tras lo cual separamos el sobrenadante (citosol o fraccion F2) del pequefio precipitado
compuesto por la fraccion microsomal celular, enriquecida en lisosomas (fraccién F3).
Posteriormente, la fraccion F2 fue tratada con 1% Tritdn X-100, se mantuvo un minimo
de 30 min en agitaciéon a 4 °C y se centrifugd 30 min a 14.000 rpm y 4 °C. El
sobrenadante obtenido se conservé a -80 °C.

Por su parte, la fraccidon F3, enriquecida en lisosomas, se resuspendid por inversion
en tampdn B para eliminar los restos de citosol, se centrifugd y se descartd el
sobrenadante. Finalmente, el precipitado se disolvié en tampdn C, se mantuvo un
minimo de 30 min en agitacién a 4 °C y se centrifugd 30 min a 14.000 rpm y 4 °C. El
sobrenadante resultante se conservo a -80 °C hasta su uso.
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Tampodn A: 40 mM KCl, 5 mM MgCl,-6H,0, 2mM EGTA y 10 mM HEPES pH 7,5.
Tampodn B: 150 mM NaCl, 5 mM MgCl,-6H,0, 2mM EGTA y 10 mM HEPES pH 7,5.
Tampon C: 1% Triton X-100, 150 mM NaCl y 50 mM Tris-HCl pH 7,5.

3.2. Cuantificacidn de proteinas por el método de Bradford

La cuantificacién de proteinas se realizé siguiendo el método descrito por Ausubel
y colaboradores (Ausubel et al, 1989). En una cubeta de espectrofotometria diluimos 1
uL del extracto celular en 99 uL de H,O bidestilada y afiadimos 1 mL de soluciéon
Bradford. A continuacién, medimos la densidad éptica del preparado a 595 nm. Por
ultimo, calculamos la concentracion de proteinas de la muestra a partir de una recta
de calibrado trazada con cantidades crecientes de una solucién patron de
seroalbumina bovina (BSA).

Bradford 5X: Disolver 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich) en 50 mL de etanol al 95%. Afiadir
100 mL de acido ortofosfdrico al 85%. Ajustar el volumen hasta 200 mL con H,0 bidestilada. Conservar a 4 °C,
protegido de la luz. Filtrar la solucién 1x antes de su uso.

Stock BSA: 10 mg/mL de BSA en H,0 bidestilada. Conservar en alicuotas a -20 °C.

3.3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS

Para analizar los extractos proteicos obtenidos anteriormente se realizaron
electroforesis monodimensionales en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE),
siguiendo el protocolo descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). Las muestras de
proteinas se desnaturalizaron con tampdn de carga Laemmli 2X o 4X, incubdndolas 6
min a 95 °C. Posteriormente, se separaron por tamano utilizando geles de
poliacrilamida al 7,5 — 12%, segun el peso molecular de las proteinas de interés a
analizar. La migracion se realizé con una unidad PowerPAC 300 (BioRad) a 10 mA por
gel alrededor de 20 min, para asegurar el correcto empaquetamiento de las muestras,
y luego se subid el amperaje cuidando que el voltaje asociado no superase los 160 V.
La migracién se cortd, por lo general, cuando el azul de bromofenol salié del gel. En
este proceso se utilizé como electrolito el tampdn de migracion, y distintos patrones
de peso molecular (BioRad o Cytiva) segun las necesidades.

Tampodn de Laemmli 4X: 250 mM Tris-HCl pH 6,8, 40% glicerol, 8% SDS, 20% B-mercaptoetanol y 0,2% (p/v) azul de
bromofenol. Conservar a -20 °C.

Tampon del gel concentrador 4X: 0,5 M Tris-HCl pH 6,8 y 0,4% SDS. Conservar a temperatura ambiente.
Tampon del gel separador 4X: 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 y 0,4% SDS. Conservar a temperatura ambiente.
Stock de acrilamida/bisacrilamida: solucién 37,5:1 de acrilamida:bisacrilamida (BioRad). Conservar a 4 °C.

Gel concentrador: tampdn concentrador, 4% (v/v) stock de acrilamida:bisacrilamida, 0,1% (p/v) persulfato amdnico
(APS) y 0,1% (v/v) N,N,N’N’-tetrametiletilendiamida (TEMED). Preparar antes de usar.

Gel separador: tampon separador, porcentaje variable del stock de acrilamida:bisacrilamida segun las necesidades,
0,1% (p/v) APS y 0,04% (v/v) TEMED. Preparar antes de usar.

Tampodn de migracion: 3,03 g/L Trizma base, 14,4 g/L glicina y 1 g/L SDS, pH 8,3. Conservar a temperatura
ambiente.
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3.4. Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Una vez migradas las muestras de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS, en la
mayoria de los casos se realizd la transferencia de las mismas a membranas de
nitrocelulosa (Cytiva) con una unidad Criterion Cell (BioRad). Aplicamos un voltaje
constante de 100 V durante 50 min.

Tampdn de transferencia: 3,03 g/L Trizma base, 14,4 g/L glicina, 1 g/L SDS y 20% de metanol, pH 8,3. Conservar a 4
°C.

3.5. Fijacion de proteinas

En algunos ensayos, tras transferir las muestras de proteinas a la membrana de
nitrocelulosa, se realizé la fijacién de proteinas de bajo peso molecular para evitar su
elucidn en pasos posteriores. Para ello, incubamos en agitacién suave, durante 15 min
y a temperatura ambiente el fragmento o la membrana correspondiente en una
solucion de glutaraldehido (Sigma-Aldrich) al 1% en TBS-Tween 20. Después, se
realizaron 2 — 3 lavados abundantes con TBS-Tween 20 de 10 min cada uno, tras lo cual
tefiimos la membrana con rojo Ponceau S.

Hay que tener en cuenta que este tratamiento puede dificultar el reconocimiento
antigénico de ciertos anticuerpos en la inmunodeteccién posterior.

Tampén TBS-Tween 20 10X: 24,2 g/L Trizma base, 80 g/L NaCl y 1% Tween 20 (monolaurato de
polioxietilensorbitano). Ajustar a pH 7,6. Conservar a 4 °C.

3.6. Tincion con rojo Ponceau

Para visualizar las proteinas previamente transferidas a membranas de
nitrocelulosa, incubamos los filtros en agitacién suave durante 5 min con solucién de
rojo Ponceau S. Después, eliminamos el exceso de colorante destifiendo la membrana
con H,0 bidestilada.

Solucidén rojo Ponceau 10X: 2 g rojo Ponceau S (Sigma-Aldrich) y 30 g acido tricloroacético en 100 mL de H,O
bidestilada. Conservar a temperatura ambiente protegido de la luz.

3.7. Inmunodeteccion de proteinas

Las membranas de nitrocelulosa se saturaron, en primer lugar, con tampdn de
bloqueo para evitar uniones inespecificas del anticuerpo, incubdndolas durante un
minimo de 40 min en agitacién suave a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se
incubaron con el anticuerpo primario preparado a la dilucién adecuada en PBS toda la
noche a 4 °C. Al dia siguiente, para eliminar el exceso de anticuerpo primario, se
realizaron 3 lavados con TBS-Tween 20 de 10 min cada uno, siempre en agitacion
suave. Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente durante 1 h a temperatura ambiente a la concentracién adecuada.
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Por lo general, se utilizaron anticuerpos secundarios anti-raton o anti-conejo

conjugados a peroxidasa (Cytiva), salvo para el anticuerpo primario anti-HA que ya
estaba conjugado a ella. A continuacién, para eliminar el exceso de anticuerpo
secundario, se realizaron 6 lavados con TBS-Tween 20 de 5 min cada uno. Por ultimo,
para el revelado se utilizé ECL Prime (Enhanced ChemilLuminescence, Cytiva) siguiendo
las instrucciones del fabricante, y peliculas radiograficas (ThermoFisher Scientific). El
revelado se realiz6 manualmente utilizando revelador y fijador para peliculas (ILFORD).

Los anticuerpos primarios utilizados para la inmunodeteccién de proteinas de

interés se relacionan en la siguiente tabla:

Anticuerpo Clonicidad/especie Casa comercial Concentracion

a-actinina Monoclonal de ratén  Santa Cruz Biotechnology 1:500
a-tubulina Monoclonal de ratén Sigma-Aldrich 1:20.000
B-actina Monoclonal de ratén Sigma-Aldrich 1:20.000
B-catenina Monoclonal de ratén BD Biosciences 1:3.000
BRCA1 Monoclonal de ratén  Santa Cruz Biotechnology 1:500
Caspasa 3 activa Monoclonal de conejo  Cell Signaling Technology 1:500
Ciclina E Monoclonal de ratén  Santa Cruz Biotechnology 1:500
CtIP Monoclonal de ratén  Santa Cruz Biotechnology 1:500
Flag Monoclonal de ratén Sigma-Aldrich 1:2.500
v-H2AX Monoclonal de ratén EMD Millipore 1:5.000
HA peroxidasa Monoclonal de rata Roche 1:3.000
Histona H1 Monoclonal de ratén Abcam 1:1.000
LAMP-1 Policlonal de conejo Novus Biologicals 1:500
LC3 Policlonal de conejo Novus Biologicals 1:3.000
MCL-1 Policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology 1:1.000
MRE11 Monoclonal de ratén  Santa Cruz Biotechnology 1:1.000
NBS1 Monoclonal de conejo  Cell Signaling Technology 1:3.000
p-p70S6K (T389) Monoclonal de conejo  Cell Signaling Technology 1:500
p21 Monoclonal de ratén BD Biosciences 1:500
p53 Monoclonal de ratén  Santa Cruz Biotechnology 1:500
p62 Policlonal de conejo Cell Signaling Technology 1:1.000
p62 Policlonal de conejo Sigma-Aldrich 1:5.000
PARP Monoclonal de ratén BD Biosciences 1:750
PLK1 Monoclonal de ratén EMD Millipore 1:15.000
RAD50 Policlonal de conejo Cell Signaling Technology 1:750
RAD50 Monoclonal de ratén GeneTex 1:2.000
Ubicuitina K48 Monoclonal de conejo  Cell Signaling Technology 1:1.000
Ubicuitina K63 Monoclonal de conejo  Cell Signaling Technology 1:500
WEE1 Monoclonal de conejo  Cell Signaling Technology 1:1.000

Tabla 7. Anticuerpos primarios empleados en la inmunodeteccion de proteinas.

Tampon de bloqueo 10X: disolver 10 g del reactivo de bloqueo (Blocking Reagent, Roche) en 100 mL de tampdn
maleico, a 65 °C con agitacion. Conservar a 4 °C
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Tampon maleico: 0,1 M acido maleico y 0,15 M NaCl en H,0 bidestilada. Ajustar a pH 7,5. Conservar a temperatura
ambiente.

Tampodn de bloqueo: 10% tampdn de bloqueo 10X y 0,5% Tween 20 en Tris-HCI 0,05 M pH 7,5. Conservar a 4 °C.

3.8. Transcripcidn-traduccion in vitro

Para los experimentos de transcripcién-traduccidn in vitro utilizamos los kits TNT®
SP6  Coupled Transcription/Translation  Systems 'y TNT® T7  Coupled
Transcription/Translation Systems (Promega), siguiendo las instrucciones de uso. Estos
kits utilizan extractos de reticulocitos de conejo para la produccién in vitro de
proteinas. Para llevar a cabo estos ensayos, usamos pldsmidos cuyas construcciones se
expresaban bajo promotores SP6 6 T7, respectivamente, asi como una mezcla de
metionina y cisteina marcadas radiactivamente con azufre 3°S (Met+Cys3>S). La
reaccién de transcripcion-traduccion in vitro se realizé mezclando 8 pl de extractos de
reticulocitos (SP6 6 T7) con 0,2 ug de la construccién de interés y 1 ul de Met+Cys®°S, e
incubando la mezcla a 30 °C durante 1 h 30 min.

3.9. Ensayos de ubicuitilacion

Se han realizado ensayos de ubicuitilacion in vitro e in vivo, como se detalla a
continuacion.

e Ubicuitilacion in vitro

Tras producir mediante transcripcién-traduccién in vitro en extractos de
reticulocitos la proteina sustrato marcada radiactivamente con Met+Cys>°S, realizamos
los ensayos de ubicuitilacion in vitro. Para ello, utilizamos los complejos SCF(BTrCP) y
SCF(FBXW7a) producidos de manera recombinante en células de insecto Sf21 (EMD
Millipore). La reaccion se llevé a cabo con 1-2 uL de sustrato (segun la eficacia de la
produccion previa), 0,5 ug del complejo SCF correspondiente, 1 uL de la subunidad E1
(Hise-E1, 15 ng/ulL), 1 uL de la subunidad E2-UbcH3 (Hiss-UbcH3, 100 ng/uL), 1 uL de la
subunidad E2-UbcH5a (Hise-UbcH5a, 100 ng/uL), 1 uL de ubicuitina (25 mg/mL), 1 uL
de ubicuitina aldehido (10 pM), todas ellas de Boston Biochem, 1 uL de tampdn de
ubicuitilacién 10X y 2 puL de ATP (10 mM). La mezcla resultante se incubd a 30 °C
durante 1 h.

Tampon de ubicuitilaciéon 10X: 500 mM Tris-HCI pH 7,6, 50 mM MgCl, y 6 mM DTT. Conservar a -20 °C.

o Migracion y tincion con azul de Coomassie

La reaccion de ubicuitilacion in vitro se detuvo anadiendo el volumen
correspondiente de tampdn de carga Laemmli 4X e incubando 6 min a 95 °C. Las
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muestras desnaturalizadas se migraron en geles de poliacrilamida al 7,5% hasta que la
proteina sustrato de la reaccién de ubicuitilacién hubo alcanzado la parte inferior del
gel. Posteriormente, los geles se incubaron durante 30 min en una solucién acuosa de
azul de Coomassie, con agitacion suave. En algunos casos, tras la tincién, incubamos
los geles en una solucién amplificadora de sefial comercial (Amplify™, Cytiva) durante
15 — 30 min con el fin de mejorar la deteccidn posterior de las proteinas marcadas con
35S, Finalmente, para eliminar el exceso de colorante, los geles se lavaron con solucion
decolorante hasta alcanzar la coloracién deseada.

Solucidén de azul de Coomassie: 50% (v/v) etanol, 10% (v/v) acido acético, 40% (v/v) H,O bidestilada y 0,5 g/L azul
de Coomassie (Coomassie brilliant blue R-250, Sigma-Aldrich). Disolver el azul de Coomassie en etanol y luego
afadir acido acético y H,0 bidestilada. Filtrar y conservar a temperatura ambiente.

Solucidn decolorante: 40% etanol, 10% acido acético y 50% H,0 bidestilada. Conservar a temperatura ambiente.

o Secado de geles y autorradiografia

Los geles previamente tefiidos con azul de Coomassie se secaron durante 2 h a 80
°C al vacio en un secador de geles (BioRad), y se expusieron a peliculas radiograficas a -
80 °C. Tras los tiempos de exposicion requeridos, el revelado se realiz6 manualmente
utilizando revelador y fijador para peliculas. En la pelicula revelada, la ubicuitilacion se
detecté con la aparicion de bandas y/o sombreado por encima de la banda
correspondiente a la proteina en estudio.

e Ubicuitilacion in vivo

Los ensayos de ubicuitilacion in vivo se realizaron en células HEK293T mediante
transfecciones transitorias con el kit Xfect, siguiendo el protocolo descrito en el
apartado Transfeccion con sistemas lipidicos. Se transfectaron, en un primer paso, los
plasmidos que codificaban la proteina de estudio y Myc-ubicuitina. Las células
transfectadas se recogieron y mezclaron para que todos los puntos en estudio tuvieran
la misma expresion de las proteinas. En un segundo paso, se transfectaron los
plasmidos codificantes para la F-box de interés. Las células se recogieron pasadas 48 h
de la segunda transfeccién. Antes de la recoleccién, fueron tratadas con MG132 o
NH4Cl durante 4 h.

Los precipitados celulares obtenidos se lisaron bajo fuertes condiciones
desnaturalizantes siguiendo el protocolo descrito por Tempé y colaboradores (Tempé
et al, 2006). Las muestras celulares se resuspendieron en un volumen estimado de
tampodn de lisis y se calentaron a 95 °C durante 15 min. Después, se sonicaron durante
1,5 min en pulsos de 0,5 seg con pausas de 1 seg al 50% de potencia. A continuacion,
las muestras se mantuvieron un minimo de 30 min en agitacion y se centrifugaron 30
min a 14.000 rpm, todo a temperatura ambiente. Tras esto, los sobrenadantes
obtenidos se diluyeron con tampdn de lisis sin sal ni SDS con el fin de rebajar la
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concentracion de sal del extracto hasta 150 mM vy la concentracidon de SDS hasta el 1%.
De esta manera, posibilitamos la interaccidn anticuerpo-proteina de interés durante el
ensayo de inmunoprecipitacion posterior. Finalmente, los extractos obtenidos se
conservaron a -80 °C para su uso futuro.

En todos los casos se realizd la inmunoprecipitaciéon de la proteina sustrato de
estudio y sus formas ubicuitiladas se detectaron en un Western blot posterior con los
anticuerpos apropiados.

Tampon de lisis para ubicuitilacion in vivo: 1% NP-40, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 10% glicerol, 420 mM NacCl, 5% SDS,
10 mM iodoacetamida (Sigma-Aldrich), CLAP y PMSF.

Tampodn de lisis para ubicuitilacion in vivo sin sal ni SDS: 1% NP-40, 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10% glicerol, 10 mM
iodoacetamida, CLAP y PMSF.

3.10. Ensayos de co-inmunoprecipitacion

Con esta técnica pudimos detectar interacciones entre proteinas in vivo. Consiste
en utilizar anticuerpos para reconocer e inmunoprecipitar una proteina especifica en
un extracto para, posteriormente, analizar mediante western blot las proteinas que
vienen asociadas a ella (las proteinas que co-inmunoprecipitan). Los ensayos de
inmunoprecipitacion (IP) se realizaron en extractos obtenidos por diferentes métodos,
como se ha visto anteriormente, pero siempre asegurando una concentracion de NaCl
final de 150 mM. Para cada inmunoprecipitacion se utilizé entre 1 y 2 mg de proteina
total.

En primer lugar, realizamos una etapa de limpieza de interacciones inespecificas o
preclearing con IgG de la especie del anticuerpo primario, incubando los extractos
celulares con IgG de ratén (Santa Cruz Biotechnology) o conejo (suero total de conejo)
durante 30 min a 4 °C en agitacién. A continuacién, se afiadieron 20 plL de proteina A-
sefarosa (para anticuerpos producidos en conejo) o proteina G-sefarosa (para
anticuerpos producidos en ratén), ambas de Cytiva, y se incubaron durante 45 min en
las mismas condiciones. Tras esto, las muestras se centrifugaron 2 min a 5.000 rpm y
se reservaron los sobrenadantes.

En segundo lugar, realizamos la inmunoprecipitacién propiamente dicha,
afiadiendo a la mitad de los sobrenadantes el anticuerpo contra la proteina de interés
e incubamos las muestras durante 2 h a 4 °C en agitacion. Como control, incubamos la
otra mitad del extracto con la IgG correspondiente, utilizando una cantidad en ug
equivalente al anticuerpo primario en las mismas condiciones. Después, se afiadieron
20 pL de proteina A/G-sefarosa y se incubaron durante 1 h mas. De nuevo, las
muestras se centrifugaron 2 min a 5.000 rpm y los sobrenadantes se descartaron o se
conservaron a -80 °C.

Por ultimo, las matrices de proteina A/G-sefarosa obtenidas anteriormente se
lavaron 6 veces con el mismo tampdn utilizado para la extraccién de proteinas en cada
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experimento. Las proteinas inmunoprecipitadas se solubilizaron afnadiendo tampodn de
carga Laemmli 4X e incubando 6 min a 95 °C. Finalmente, las muestras se analizaron
mediante Western blot. En algunas ocasiones también se analizaron los extractos
celulares antes y después de realizar la inmunoprecipitacion para comprobar la
eficacia de ésta.

Los anticuerpos empleados para inmunoprecipitar las diferentes proteinas de
interés se relacionan en la siguiente tabla:

Anticuerpo Clonicidad/especie Casa comercial Concentracion

BTrCcP Monoclonal de conejo  Cell Signaling Technology 1:200
FBXW7a. Policlonal de conejo Bethyl Laboratories 1:100
Flag Monoclonal de ratén Sigma-Aldrich 1:100
HA.11 Monoclonal de ratén BiolLegend 1:200
MRE11 Monoclonal de conejo  Cell Signaling Technology 1:100
MRE11 Monoclonal de ratén  Santa Cruz Biotechnology 1:50
NBS1 Monoclonal de conejo  Cell Signaling Technology 1:100
RAD50 Policlonal de conejo Novus Biologicals 1:100
RAD50 Monoclonal de ratén  Santa Cruz Biotechnology 1:50

Tabla 8. Anticuerpos utilizados para inmunoprecipitar proteinas.
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4. Técnicas celulares

4.1. Inmunofluorescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron con cultivos de células
adherentes crecidas sobre cubreobjetos, tanto en las condiciones habituales de
crecimiento como tras diversos tratamientos.

Para empeazar, las células se lavaron con PBS, precalentado a 37 °C, para eliminar
los restos de medio de cultivo. Luego, se fijaron con metanol puro conservado a -20 °C
durante 10 min, manteniendo las preparaciones en hielo este tiempo. Después de otro
lavado con PBS, se permeabilizaron con una solucion al 0,25% de Tritén X-100 durante
10 min. Tras esto, incubamos las preparaciones con solucién de bloqueo durante 1 hy
preparamos los anticuerpos primarios diluidos a las concentraciones apropiadas en la
misma solucién de bloqueo. Las muestras se incubaron 1 h en una cdmara himeda con
la mezcla del anticuerpo primario y luego se lavaron con PBS. A continuacién, se
cubrieron con una preparacion de anticuerpo secundario conjugado con fluoresceina o
rodamina (Alexa Fluor 488 dye y Alexa Fluor 555 dye, ThermoFisher Scientific), a las
concentraciones recomendadas por el fabricante, en solucién de bloqueo y se
incubaron 35 — 45 min. Tras un nuevo lavado con PBS, se deshidrataron en etanol
absoluto durante 2 min. Por ultimo, se utilizd6 medio de montaje liquido (ibidi
Mounting Medium With DAPI, Ibidi), que tenia incorporado DAPI para contratefiir el
ADN, y se sellaron los margenes de las preparaciones con laca de ufas. Los
cubreobjetos ya montados se conservaron a 4 °C hasta su analisis al microscopio.

Las preparaciones se observaron con un microscopio Leica DMi8 con objetivo de
inmersidn PlanApo 63X y las imagenes obtenidas se procesaron posteriormente con el
programa informatico Imagel.

Los anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunofluorescencia se relacionan en
la siguiente tabla:

Anticuerpo Clonicidad/especie Casa comercial Concentracion

LAMP-1 Monoclonal de ratén  Santa Cruz Biotechnology 1:500
LC3 Policlonal de conejo Novus Biologicals 1:400

MRE11 Monoclonal de ratén  Santa Cruz Biotechnology 1:500
NBS1 Monoclonal de conejo  Cell Signaling Technology 1:100
p62 Policlonal de conejo Novus Biologicals 1:2.000

RAD50 Monoclonal de ratén GeneTex 1:200

Tabla 9. Anticuerpos empleados en ensayos de inmunofluorescencia.

Solucién de bloqueo: 1% BSA 'y 0,1% Tween 20 en PBS.
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4.2. Analisis de apoptosis mediante citometria de flujo

Para evaluar la muerte celular por apoptosis en poblaciones de células en cultivo
tras determinados tratamientos recurrimos al analisis por citometria de flujo utilizando
el kit FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I, de BD Biosciences. Este kit nos permite
detectar las células apoptéticas gracias a la interaccion entre la proteina anexina Vy la
fosfatidilserina que las células apoptdticas exponen en la cara externa de su
membrana plasmatica.

Para preparar los controles de marcaje, mezclamos en 3 tubos independientes 200
pL de suspensidn celular de cada una de las condiciones del ensayo. Estos junto con las
demds muestras se centrifugaron a 2.000 rpm durante 3 min y los precipitados
celulares obtenidos se lavaron dos veces con PBS. A continuacion, se centrifugaron a
3.000 rpm 10 min y se resuspendieron en el volumen adecuado de tampdn 1X de
union a anexina. Después, se afiadieron 5 L de anexina V y 5 L de yoduro de propidio
a cada una de las muestras celulares, mientras que de los 3 controles de marcaje a uno
no se le afiadié nada, a otro se le afiadié anexina V y al ultimo yoduro de propidio.
Todas las muestras se mantuvieron en oscuridad durante 15 min. Por uUltimo, se ajustd
el volumen final de cada una afiadiendo la cantidad adecuada de tampdn 1X de unidn
a anexina, y se examinaron las células mediante un citometro de flujo analitico
FACSCanto Il (BD Biosciences). Los resultados se analizaron mediante el software Diva.

Todos los reactivos necesarios fueron aportados por el kit. Para la realizacion de
estos ensayos contamos con la colaboracién de los Dres. Miguel Angel Japén y Carmen
Séez, del Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Virgen del
Rocio (Sevilla).

4.3. Analisis de actividad 3-galactosidasa en células senescentes

Con el fin de detectar células senescentes en cultivo tras tratamientos especificos
utilizamos el kit Senescence [-Galactosidase Staining Kit, de Cell Signaling Technology.
Con él podemos reconocer células senescentes gracias a que éstas presentan actividad
enzimatica -galactosidasa lisosomal, detectable a pH 6. Asi, son capaces de procesar
X-gal, un sustrato analogo de la lactosa cuya hidrdlisis genera un compuesto azul
insoluble. Este tife las células que expresan esa enzima, y que son, por tanto, células
senescentes.

Para realizar estos ensayos partimos de células dispuestas en cajas de 3,5 cm de
didmetro (u-Dish, Ibidi). En primer lugar, retiramos el medio de cultivo y lavamos con
PBS para eliminar los restos de medio. A continuacién, cubrimos las células con 1 mL
de solucién fijadora e incubamos durante 10 — 15 min a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo, lavamos 2 veces con PBS y cubrimos con 1 mL de solucién de
tincidon de B-galactosidasa. Sellamos las placas con parafilm para evitar la evaporacion
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e incubamos a 37 °C en una estufa sin CO;, protegidas de la luz. El tiempo de
incubacién fue variable dependiendo de la intensidad del marcaje resultante, aunque
por lo general este comenzd a observarse a partir de las 4 h de incubacion. Una vez
obtenido el marcaje adecuado, se analizdé directamente al microscopio o se retiré la
solucién de tincidn de B-galactosidasa y las células se conservaron a 4 °C cubiertas con
glicerol al 70% hasta su andlisis. Todos los reactivos necesarios fueron aportados por el
kit, y las soluciones se prepararon justo antes de utilizarlas.

Las preparaciones se observaron con un microscopio Olympus BX61 con objetivo
de 10X y las imagenes obtenidas se procesaron posteriormente con el programa
informatico Imagel.

Solucion fijadora 1X: diluir el reactivo 10X Fixative Solution en H,O bidestilada. Preparar la cantidad justa para
agotar en el ensayo.

Solucién de tincion 1X: diluir el reactivo 10X Staining Solution en H,0 bidestilada. Preparar la cantidad justa para
agotar en el ensayo.

X-gal: disolver 20 mg en 1 mL de dimetilformamida. Conservar a -20 °C protegido de la luz.

Solucioén de tincion de B-galactosidasa: 93% de solucion de tincion 1X, 5% de X-gal 20 mg/mL, 1% del reactivo 100X
solution Ay 1% del reactivo 100X solution B. Ajustar a pH 6.

5. Cuantificacion y andlisis estadistico

En ciertos ensayos se cuantifico la intensidad de las bandas obtenidas por Western
blot para comprobar si determinadas condiciones experimentales provocaban cambios
sustanciales en los niveles de las proteinas estudiadas. Para el analisis densitométrico
de las imagenes se utilizé el programa informatico Imagel y para los calculos
posteriores el paquete informatico Microsoft Excel.

Para el andlisis estadistico, los experimentos se realizaron al menos tres veces y los
datos obtenidos se examinaron con el programa informatico GraphPad Prism y el test t
de Student de muestras desapareadas para analizar las diferencias entre dos
condiciones. Estas diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando
se obtuvo un valor p inferior a 0,05.
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1. Caracterizacion de la asociacion de STrCP y FBXW?7 con las proteinas
del complejo MRN.

En estudios previos de nuestro laboratorio identificamos las proteinas que co-
inmunoprecipitaban con HA BTrCP (Herrero-Ruiz, 2015) y Flag FBXW?7 (Giraldez, 2014)
en ensayos de transfeccidn transitoria en células Cos-7 mediante espectrometria de
masas en tandem (MS/MS). El andlisis de las secuencias peptidicas obtenidas tras dos
ensayos independientes de espectrometria de masas reveld un gran numero de
proteinas candidatas con diferente grado de fiabilidad en funcién del nimero de
péptidos independientes obtenidos y de la reproducibilidad. Entre ellas se
encontraban proteinas del complejo MRN. Como ya nos hemos referido en la
Introduccion de esta Tesis, este complejo sensor de los dafios en el ADN podria tener
un papel relevante en los fendmenos de resistencia a diferentes tratamientos en
pacientes de cdncer. Por tanto, en primer lugar, nos decidimos a caracterizar la
asociacion de BTrCP y FBXW?7 con las proteinas del complejo. Hay que sefialar que, en
adelante, cuando hablemos de BTrCP, nos estaremos refiriendo a BTrCP1 (Margottin et
al, 1998), mientras que cuando hablemos de FBXW?7, nos referiremos siempre a la
isoforma FBXW7a (Liu et al, 2010).

1.1.8TrCP y FBXW?7 interaccionan in vivo con las proteinas del complejo
MRN.

Como acabamos de mencionar, tanto la inmunoprecipitacion de HA BTrCP como la
de Flag FBXW?7 precipitaron algunas de las proteinas del complejo MRN. En el caso de
la inmunoprecipitacién de Flag FBXW?7, tan solo identificamos un péptido Unico
correspondiente a los aminoacidos 468-478 de MRE11 (Figura 24).
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Figura 24. Identificacion de un péptido unico perteneciente a MRE11 en la inmunoprecipitacion de
Flag FBXW7 mediante espectrometria de masas en tandem. En la figura se presenta el perfil con el
patron de los fragmentos obtenidos para el péptido identificado de MRE11, asi como su secuencia.

Por su parte, en la inmunoprecipitacién de HA BTrCP identificamos tres péptidos
Unicos correspondientes a los aminoacidos 99-107, 491-511 y 934-948 de RAD50, y un
péptido Unico, aminoacidos 414-424, de NBS1 (Figura 25).
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Figura 25. Identificacion de péptidos tinicos pertenecientes a RAD50 y NBS1 en la inmunoprecipitacion
de HA BTrCP mediante espectrometria de masas en tandem. En la figura se presentan los perfiles con
los patrones de los fragmentos obtenidos para cada uno de los péptidos identificados, cuyas secuencias
se muestran también, en el caso de RAD50 (A) y NBS1 (B).

Para confirmar estos datos preliminares, nos dispusimos a repetir las
inmunoprecipitaciones previas, pero analizando la co-inmunoprecipitacién de las
proteinas del complejo mediante Western-blot. Para ello, transfectamos por
electroporacion células Cos-7 con pCS2HA BTrCP y pCDNAS3 Flag FBXW?7, por separado.
Tras esperar a que las construcciones alcanzaran su maxima expresion, recogimos las
células y preparamos extractos citosélicos y nucleares, segun se describe en Materiales
y Métodos. Posteriormente, inmunoprecipitamos las proteinas F-box utilizando los
anticuerpos anti-HA y anti-Flag, respectivamente, y analizamos las proteinas co-
inmunoprecipitadas con los anticuerpos apropiados. En la Figura 26 se observa que la
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inmunoprecipitacion de HA BTrCP trae consigo a RAD50 y NBS1, como esperabamos,
pero también a MRE11.

$100 (IP) EN (IP)
$100 g6 HA HA IgG EN

Figura 26. Las proteinas del complejo
% | - RAD50 MRN co-inmunoprecipitan con HA BTrCP
en el nucleo de células de mamifero. Las
células Cos-7 fueron transfectadas con
-NBS1 pPCS2HA BTrCP. Tras 18h, se prepararon
extractos citosdlicos (5100) y nucleares
(EN) e inmunoprecipitamos HA BTrCP en
ellos (IP). Como control se utilizo 1gG de
raton. El resultado del ensayo se analizo

por Western-blot. El ensayo se repitié al
PR “ -HABTrCP Menos 3 veces.

g - MRE11

De igual manera, en la Figura 27 se aprecia que la inmunoprecipitaciéon de Flag
FBXW?7 precipit6 a MRE11, asi como a RAD50 y a NBS1. Ademas, en ambos casos
determinamos que estas asociaciones sélo se detectaban en la fraccidon nuclear de las
células utilizadas.

$100 (IP) EN (IP)
$100 IgG Flag Flag 19G EN

| 2= ]

- RAD50 Figura 27. Las proteinas del complejo
MRN co-inmunoprecipitan con Flag

FBXW7 en el ntcleo de células de
— -NBS1 mamifero. El ensayo se realizd como se

ha indicado en la figura anterior, pero
transfectando en este caso pCDNAS3 Flag
FBXW7, e inmunoprecipitando Flag
FBXW7. Como control se utilizé 1gG de

h raton. El ensayo se repitido al menos 3
m—— -Flag FBXW7 | oces.

- MRE11

- |

Como experimentos complementarios, estudiamos las inmunoprecipitaciones
inversas, es decir, inmunoprecipitamos independientemente cada una de las proteinas
del complejo MRN e intentamos detectar la presencia de las proteinas F-box mediante
Western-blot. Asi, al igual que en los ensayos anteriormente descritos, electroporamos
las células Cos-7 con pCS2HA BTrCP y pCDNA3 Flag FBXW7, preparamos extractos
citosélicos y nucleares, y empleamos Unicamente los nucleares para las
inmunoprecipitaciones, de acuerdo con los resultados previamente obtenidos. En la
Figura 28 se muestra que las inmunoprecipitaciones independientes de cada una de
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las proteinas del complejo MRN no solo precipitan el resto de las proteinas del

complejo, sino también a HA BTrCP.

P P —
Ext g6 MRE11 Ext IgG NBS1 Ext IgG RADS50
-_ — -— — S - RAD5S0
[ |

| -NESt
" == | -MRE11

-~ |-HApTICP

Figura 28. La inmunoprecipitacion de las proteinas del complejo MRN trae consigo a HA BTrCP. Las
células Cos-7 fueron transfectadas con pCS2HA BTrCP. Tras el fraccionamiento, inmunoprecipitamos
MRE11, NBS1 y RAD50 en los extractos nucleares en ensayos independientes. Como control se utilizd
IgG de conejo. Los resultados se analizaron por Western-blot. Los ensayos se repitieron al menos 3
veces. Ext: muestra del extracto nuclear empleado para la IP.

Del mismo modo, en la Figura 29 se observa que Flag FBXW7 viene co-
inmunoprecipitado en las inmunoprecipitaciones de MRE11, NBS1 y RAD50. Todo ello
demuestra que las versiones transfectadas de BTrCP y FBXW?7 se asocian in vivo a las
proteinas enddgenas del complejo MRN.

_®r _r _r
Ext IgG MRE11 Ext IgG NBS1 Ext IgG RADS50
- [
-—— e —_— —_— QE—— wu [-NBST1
- MRE11
S "
- - Flag FBXW7

Figura 29. La inmunoprecipitacion de las proteinas del complejo MRN trae consigo a Flag FBXW?7. Los
ensayos se realizaron como se ha indicado en la figura anterior, pero transfectando en este caso
pCDNA3 Flag FBXW?7. Los ensayos se repitieron al menos 3 veces. Ext: muestra del extracto nuclear
empleado para la IP.
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Para comprobar si esas interacciones ocurrian también con las proteinas F-box
enddgenas buscamos anticuerpos comerciales a tal efecto. Sin embargo, ninguno de
ellos era suficientemente sensible para detectar BTrCP o FBXW7 en Western-blot, al
menos en nuestras condiciones y/o modelos celulares. No obstante, si encontramos
uno para cada proteina F-box que inmunoprecipitaba apropiadamente. Por tanto, en
esta ocasidn, preparamos extractos celulares NP-40 que nos permitieran confirmar las
inmunoprecipitaciones de las proteinas F-box con sustratos conocidos no
necesariamente nucleares. Las inmunoprecipitaciones con anti-BTrCP y anti-FBXW7a
nos permitieron detectar las tres proteinas del complejo MRN en cada caso (Figuras 30
y 31 respectivamente). Como controles de las inmunoprecipitaciones usamos [3-
catenina para BTrCP (Hart et al, 1999), y PLK1 para FBXW?7 (Giraldez et al, 2014).

IP
Ext IgG BTICP
Figura 30. Las proteinas del complejo MRN
—— « = |-RAD5S0 co-inmunoprecipitan con la forma endégena
de [BTrCP. Los extractos celulares NP-40
. obtenidos de células Cos-7 fueron utilizados
- . = -NBS1 para inmunoprecipitar la proteina BTrCP

endégena. Como control se usé IgG de conejo.
“ | -MRE11 El resultado del ensayo se analizé por

Western-blot. El ensayo se repitié al menos 3
veces. Ext: muestra del extracto celular NP-40

h + = | - p-catenina empleado para la IP.

A la vista de los resultados obtenidos, podemos concluir que existe una interaccion

in vivo entre las proteinas del complejo MRN Yy las proteinas F-box BTrCP y FBXW?7.
Adema3s, esta asociacién tiene lugar en la fraccidn nuclear de la célula. Como MRN
constituye un complejo proteico que funciona como tal, no podemos afirmar si la
asociacién con las proteinas F-box se debe a una proteina concreta del complejo, a dos
o a las tres, porque en las inmunoprecipitaciones es muy probable que se precipite el
complejo completo. No obstante, si se demuestra que son interacciones que ocurren
naturalmente en las células.

IP
Ext IgG FBXW7
| -RADS50 Figura 31. Las proteinas del complejo MRN

co-inmunoprecipitan con la forma endégena
de FBXW?7. El ensayo se realiz6 como se ha
— e | - NBS1 indicado en la figura anterior, pero
inmunoprecipitando la proteina FBXW7
enddgena. Como control se usé IgG de conejo.

oy = | - MRE11 El ensayo se repiti6 al menos 3 veces. Ext:
muestra del extracto celular NP-40 empleado
parala IP.
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1.2.SCF(BTrCP) y SCF(FBXW?7) ubicuitilan proteinas del complejo MRN
tanto in vitro como in vivo.

La siguiente cuestién que teniamos que abordar consistia en averiguar si las
proteinas del complejo MRN eran sustratos de las ligasas de ubicuitina SCF(BTrCP) y
SCF(FBXW?7), ya que, en ocasiones, el que una proteina se asocie a una ligasa no
implica necesariamente que se ubicuitile. Asi, por ejemplo, podria modular la actividad
o localizacion de la ligasa (Lan et al, 2019; Welcker et al, 2011; Davis et al, 2002), o
servir de puente para la ubicuitilacion de otros sustratos (Margottin et al, 1998). Por
tanto, realizamos ensayos de ubicuitilacion in vitro e in vivo.

Para los ensayos in vitro, en primer lugar, empleamos un kit de
transcripcion/traduccion en extractos de reticulocitos usando ADN de los plasmidos
pCMV6 MRE11l MycFlag, pCMVHA RAD50 y pCMVHA NBS1 como fuentes de los
correspondientes ADNc. Una vez obtenidas las proteinas marcadas con 3°S
(Met+Cys®S), para el ensayo de ubicuitilacién in vitro afiadimos las enzimas E1 y E2,
ubicuitina y los complejos proteicos completos de cada una de las ligasas producidos
en células de insecto. En la Figura 32 se observa que SCF(BTrCP) fue capaz de
ubicuitilar eficientemente a las 3 proteinas del complejo MRN comparando las bandas
(o sombreado) de alto peso molecular que aparecen en presencia de la ligasa respecto
a los controles sin ligasa o sin E1+E2+Ub.

SCF(BTrCP)
E1+E2+Ub
RAD50-"8
NBS1-33S
MRE11-358

1 1
P
o0+ 4
P SR
D SR S
I
TR R |
R
4+

"o e

MRE11-S NBS1-¥8 RAD50-35S

Figura 32. SCF(BTrCP) ubicuitila in vitro a los componentes del complejo MRN. Para los ensayos de
ubicuitilacién in vitro, utilizamos las proteinas del complejo MRN marcadas con ¥S (Met+Cys®S), la
enzima E1, las enzimas E2-UbcH3 y E2-UbcH5a y ubicuitina (Ub), asi como el complejo SCF(BTrCP)
recombinante. Las mezclas se incubaron a 302C durante 1h y se migraron en geles de poliacrilamida-
SDS. En las peliculas radiograficas, la ubicuitilacion se observa a modo de bandas y/o sombreado en
regiones de alto peso molecular por encima de la banda correspondiente a cada una de las proteinas del
complejo MRN. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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En cambio, en la Figura 33 observamos que SCF(FBXW?7) sélo fue capaz de
ubicuitilar in vitro a MRE11, dado que Unicamente en este ensayo se muestran bandas
o sombreado adicionales respecto a los controles.

- - + - - + - - + SCF(FBXWT7)

= + + z + + = + + E1+E2+Ub

- - - . + + + RAD50-3%S

" " - + o+ + » - - NBS1-3%8

+  + - - - - - - MRE11-%8
“ - ——

'ii -?! - - -

MRE11-358 NBS1-358 RAD50-°%S

Figura 33. SCF(FBXW?7) ubicuitila in vitro a MRE11. Los ensayos se realizaron como se ha indicado en la
figura anterior, utilizando en esta ocasion el complejo recombinante SCF(FBXW?7). Los ensayos se
realizaron por triplicado.

A continuacidn, analizamos si las ligasas de ubicuitina de nuestro estudio eran
también capaces de ubicuitilar a las proteinas del complejo MRN in vivo. Para realizar
estos ensayos, transfectamos células HEK293T en dos pasos sucesivos. En el primer
paso transfectamos con el plasmido que codificaba cada proteina y pRBG4 Myc Ub.
Mezclamos las células para garantizar que era un conjunto homogéneo y lo dividimos
en dos para que cada uno fuera transfectado, en el segundo paso, con el plasmido que
codifica la proteina F-box o Unicamente el vector. Posteriormente, se prepararon
extractos bajo fuertes condiciones desnaturalizantes e inmunoprecipitamos la proteina
correspondiente del complejo MRN utilizando los anticuerpos anti-HA o anti-Flag,
seglin el caso. Las inmunoprecipitaciones se analizaron mediante Western-blot,
estudiando la presencia de poliubicuitilaciones con un anticuerpo anti-ubicuitina K48,
que detecta cadenas de ubicuitinas unidas entre si a través de la lisina 48 de las
ubicuitinas, la mas comunmente estudiada en el ambito de la estabilidad de las
proteinas. Asi, observamos que SCF(BTrCP) no fue capaz de poliubicuitilar las proteinas
del complejo in vivo (resultados no mostrados), mientras que SCF(FBXW7)
poliubicuitilé a las tres proteinas (Figura 34).
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Figura 34. Los componentes del complejo MRN son ubicuitilados in vivo por SCF(FBXW7) mediante
ubicuitinas unidas a través de la lisina 48. Las células HEK293T fueron transfectadas con los plasmidos
indicados. Tras preparar los extractos apropiados, segun se describe en Materiales y Métodos,
inmunoprecipitamos las proteinas del complejo MRN, y estudiamos las posibles poliubicuitilaciones de
tipo K48 mediante Western-blot. Los corchetes sefialan las formas poliubicuitiladas de alto peso
molecular. Los ensayos se realizaron por duplicado.

Como SCF(FBXW?7) solo poliubicuitila in vitro a MRE11 e in vivo a las tres,
podriamos pensar que MRE11 fuera el punto de uniéon de FBXW?7 al complejo, y una
vez unido SCF(FBXW?7) poliubicuitilara también a RAD50 y NBS1; in vitro no podria
hacerlo probablemente por carecer de suficiente MRE11l en el extracto de
reticulocitos. En lo que se refiere a SCF(BTrCP), los resultados no descartan que
pudiera ubicuitilar in vivo a las proteinas del complejo, pero no seria a través de
uniones lisina 48. Por tanto, se requieren mds estudios para comprobar estas
hipotesis.

1.3.Busqueda de motivos consenso de interaccidon con BTrCP y FBXW7 en
el complejo MRN.

Para profundizar en el estudio de la asociacion entre las proteinas F-box y las del
complejo MRN, nos decidimos a buscar potenciales motivos de unién a BTrCP y FBXW?7
en las proteinas del complejo. Realizamos un analisis in silico de las secuencias de
aminoacidos de MRE11, RAD50 y NBS1 usando la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con el fin de

localizar motivos que se asemejaran a los sitios de interaccidon descritos en la
literatura. En todo caso, habia que tener presente que no siempre esos motivos
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consenso se encuentran en todos los sustratos conocidos de SCF(BTrCP) o SCF(FBXW?7)
(Wang et al, 2014c; Yumimoto & Nakayama, 2020).

El motivo consenso de unién a BTrCP generalmente aceptado es: D-S-G-X»3-S,
siendo X cualquier aminoacido. Sobre este motivo se han aceptado algunas variantes
(Wang et al, 2014c):

e Acido glutdmico (E), en lugar de acido aspartico (D), en la primera posicion.

e Treonina (T), en lugar de serina (S), en las posiciones segunda y ultima.

e Alanina (A), en lugar de glicina (G), en la posicién tercera.

e En ocasiones, también son validos aminoacidos acidos (fosfomiméticos) en
lugar de serinas o treoninas fosforiladas.

Estas combinaciones y variantes, que lo alejan en mayor o menor medida de la
secuencia estandar, dificultan su identificacion. Asimismo, se han documentado
sustratos de SCF(BTrCP) en los que no ha sido posible determinar la secuencia del
degron (Wang et al, 2014c).

Con este planteamiento logramos seleccionar un motivo potencial en cada una de
las 3 proteinas del complejo MRN (ver Tabla 10).

Primeros mutantes

Segundos mutantes

Proteina Motivo identificado mm
MRE11 5% DTGLETST %3 T597A % DAGLETST %3 M:;_:l % DAGLGAAA ©03
RAD50 783 ESAKVCLT 7%© S$784G 783 EGAKVCLT 7%° RQE:O 783 EGAKVCLA 7*°

NBS1 272 DTGITNS 278 T273A 272 DAGITNS 278 I\JABBS_'I_l 272 DAGIANA 278

Tabla 10. Motivos de unién a BTrCP identificados y mutados en los componentes del complejo MRN.
En los motivos identificados se han incluido y mutado algunos aminodcidos cercanos por si su
proximidad pudiera permitir la interaccion tras el cambio de los aminodcidos del propio motivo. En
negrita se destacan los aminodcidos cambiados.

Mediante mutagénesis dirigida, generamos versiones mutantes de las 3 proteinas
cambiando la primera serina o treonina del motivo por alanina o glicina. Las
mutaciones se confirmaron por secuenciacion. Para conocer cdmo afectaban in vivo
esas mutaciones a la asociacién con BTrCP, estudiamos si se perdia, o0 como minimo
disminuia, la co-inmunoprecipitacion entre los mutantes y la proteina F-box.
Transfectamos las células Cos-7 con los plasmidos que codificaban las versiones
silvestre y mutante de cada proteina del complejo MRN, respectivamente. Tras
recoger las células y preparar extractos NP-40, inmunoprecipitamos BTrCP enddgena y
analizamos las co-inmunoprecipitaciones mediante Western-blot.
Desafortunadamente, ninguna de las proteinas mutadas perdia la interaccidon
con BTrCP, asi que decidimos generar nuevos mutantes a partir de los anteriores
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cambiando la segunda serina o treonina (o aminoacido acido) igualmente a alanina o
glicina. Ademas, los nuevos mutantes incluian mutaciones en otros aminoacidos
potencialmente fosforilables o acidos localizados préximos al motivo. En la Tabla 10 se
recogen todos esos cambios en las secuencias de aminoacidos de MRE11, RAD50 y
NBS1. Una vez confirmados los nuevos cambios, repetimos los ensayos de transfeccion
e inmunoprecipitacién como se ha descrito anteriormente. En esta ocasion, tampoco
obtuvimos pérdida de interaccién con los mutantes RAD50 ABT y NBS1 ABT, pero si
con el mutante MRE11 ABT.

Como se observa en la Figura 35, al inmunoprecipitar BTrCP en las células
transfectadas con pCMV6 MRE11 MycFlag vienen asociadas todas las proteinas del
complejo MRN. Sin embargo, en las células transfectadas con pCMV6 MRE11 ABT
MycFlag no se observa co-inmunoprecipitacion de MRE11 ABT, disminuyendo también
la asociacion de RAD50 y NBS1. Como control de la inmunoprecipitacion utilizamos
PLK1 (Giraldez et al, 2017). Esto nos indica que existe una interaccidn directa entre
MRE11 y BTrCP a través del motivo identificado. No obstante, el hecho de que
SCF(BTrCP) ubicuitile in vitro a las 3 proteinas del complejo sugiere que NBS1 y RAD50
también poseen sitios de interaccién que no hemos localizado.

IP
Ext IgG BTrCP IgG
¥ - + + - - pCMV6MRE11 MycFlag
-+ - -+ + pCMV6MRE11 AT MycFlag
— a— -— . - RADS0
e S— D w— -NBS1
’“ . - Flag MRE11 / Flag MRE11 ABT
Prep T pe— - PLK1

Figura 35. El mutante MRE11 ABT pierde la asociacién con PBTrCP. Las células Cos-7 fueron
transfectadas con los pldsmidos indicados. Tras preparar los extractos, inmunoprecipitamos BTrCP y
analizamos por Western-blot la asociacion o pérdida de ella con las formas silvestre y mutante de
MRE11. Como control se utilizé 1gG de conejo. Los ensayos se realizaron por triplicado. Ext: muestras de
los extractos celulares empleados para las IPs.

Respecto a FBXW?7, el motivo consenso establecido es: ¢-X-¢-¢-¢-S/T-P-P-X-S/T,
siendo X cualquier aminodcido y ¢ un aminodcido hidrofdébico. Sobre este esquema se
pueden aceptar variantes:
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e Un aminodcido cualquiera en lugar de la segunda prolina (P).
e Aminoacidos acidos (fosfomiméticos) en lugar de serinas o treoninas
fosforiladas.

Como ocurria anteriormente con la secuencia del fosfodegréon de BTrCP, hay que
tener en cuenta que el motivo de interaccidon puede variar mdas aln respecto a esta
secuencia consenso. Incluso, puede que algunos sustratos carezcan de secuencias que
se asemejen a la misma (Yumimoto & Nakayama, 2020).

Con estas indicaciones, en la secuencia de MRE11 no encontramos ningin motivo
gue se pareciera al consenso, mientras que en RAD50 y NBS1 pudimos seleccionar un
motivo en cada proteina (ver Tabla 11).

Primeros mutantes Segundos mutantes
[ Nombre | Nuevo motivo | Nombre | Nuevo motivo |

Proteina Motivo identificado

RAD50

RAD50 912 VSPLETT °18 59136 PVGPLETT™® T 7 %12 VGPLGAA °'8
337 343

NBS1 37 TPGPSLS 43 T S NBS1 v ApGpGLA 3

S343A SV TPGPSLA®3  AFB

Tabla 11. Motivos de union a FBXW?7 identificados y mutados en los componentes del complejo MRN.
En los motivos identificados se han incluido y mutado algunos aminodcidos cercanos por si su
proximidad pudiera permitir la interaccion tras el cambio de los aminodcidos del propio motivo. En
negrita se destacan los aminodacidos cambiados.

Siguiendo el proceso anteriormente descrito, generamos por mutagénesis puntual
versiones de estas dos proteinas con cambios en la primera serina o treonina del
consenso. Ademas, en el caso de NBS1, generamos otro mutante en la serina 343, que
estd localizada junto al potencial CPD y es diana de la quinasa ATM (Lim et al, 2000;
Gatei et al, 2000). Tras confirmar por secuenciacidon los cambios incorporados,
repetimos el proceso anterior para averiguar si se perdia la co-inmunoprecipitacion
entre la proteina F-box y los mutantes generados. Por desgracia, las proteinas mutadas
no perdieron la interaccion con FBXW?7, asi que generamos nuevos mutantes a partir
de los previos. En el caso de NBS1, el nuevo mutante englobaba las dos mutaciones
construidas anteriormente, e incluia la mutacion de una serina adicional. En la Tabla
11 se recogen todos estos cambios en las secuencias de aminoacidos tanto de RAD50
como de NBS1.

Repetimos los ensayos de transfeccion y de inmunoprecipitacion de la ligasa
enddgena, pero estos no aportaron resultados claros. El hecho de que no se hayan
obtenido resultados positivos con ninguna de las proteinas sugiere que deben existir
otros motivos no consenso responsables de la interaccion.
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1.4.Estudio de las potenciales quinasas implicadas en la asociacion
proteina F-box/sustrato.

Como sefialamos anteriormente, para que las proteinas F-box reconozcan a sus
sustratos suele ser necesario que el degrén experimente ciertas modificaciones post-
traduccionales. Entre estas modificaciones destaca la fosforilacién de residuos
especificos del propio degrén, denominado entonces fosfodegron (Skaar et al, 2013).
Por ello, para seguir con la caracterizaciéon de las interacciones detectadas, quisimos
estudiar qué quinasa mediaba en las asociaciones. Dado que la asociacion entre BTrCP
y FBXW7 y el complejo MRN se detectd en células cultivadas en condiciones normales
de crecimiento, se podia pensar que la quinasa que mediara esta asociacién debia ser
una quinasa que actuara en condiciones basales, lo que restringia las posibilidades, sin
descartar que otras quinasas pudieran intervenir en otras condiciones. En primer lugar,
decidimos estudiar la posible implicacion de GSK3, quinasa que clasicamente fosforila
sustratos que van a ser reconocidos y poliubicuitilados por SCF(BTrCP) y SCF(FBXW?7)
(Robertson et al, 2018; Heo et al, 2016).

Para estudiar el potencial papel de GSK3 en la asociacién BTrCP/MRN, utilizamos
CHIR-99021, compuesto que activa la via WNT/B-catenina inhibiendo a GSK3 (Galindo-
Moreno et al, 2019). Electroporamos células Cos-7 con pCS2 HA BTrCP y las cultivamos
posteriormente en presencia y ausencia de CHIR-99021. Inmunoprecipitamos la
proteina F-box sobreexpresada y observamos que en las células cultivadas en
condiciones control co-inmunoprecipitaban las 3 proteinas del complejo MRN,
mientras que en aquellas tratadas con CHIR-99021 Ila interaccién se reducia
notablemente (Figura 36). Como control del experimento utilizamos B-catenina, cuya
interaccién con BTrCP depende de GSK3 (Hart et al, 1999), por lo que también se
redujo con el tratamiento. También utilizamos WEE1, en este caso como control
negativo, ya que su interaccion con BTrCP depende de otras quinasas (Watanabe et al,
2004, 2005). Confirmamos asi que el tratamiento con CHIR-99021 no afectaba a su
asociacién con la proteina F-box.
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- + - - + + CHIR-99021

- Sy - - RADS0 Figura 36. El tratamiento con CHIR-

99021, inhibidor de la quinasa GSK3,
-NBS1 reduce la asociacién entre las proteinas
del complejo MRN y HA BTrCP. Las
células Cos-7 fueron transfectadas con

e w—
O —) - - MRE11 pCS2 HA BTrCP, y parte de ellas tratadas

con CHIR-99021 durante 24h. Tras

inmunoprecipitar HA BTrCP, analizamos
- WEE1 la asociaciéon al complejo MRN mediante

Western-blot. Como control se uso IgG de
- B-catenina ratén. El ensayo se realizé por duplicado.
Ext: muestras de los extractos celulares
empleados para las IPs.

'!
1

- HA BTrCP

q ’

s s | - p-actina

En segundo lugar, estudiamos CK2, quinasa que participa en procesos biolégicos
fundamentales como la regulacion del ciclo celular, la apoptosis o la respuesta a dafios
en el ADN, entre otros. Generalmente, se considera que esta quinasa actua de manera
constitutiva, aunque también existen evidencias de que la fosforilacién de
determinados sustratos estd regulada de diversas formas (Roffey & Litchfield, 2021).
Dado que CK2 participa en la fosforilacidon de algunos de los sustratos de SCF(BTrCP)
(Watanabe et al, 2005), quisimos estudiar su posible implicacién en la interacciéon de
esta ligasa de ubicuitina con el complejo MRN. Con este fin, utilizamos TBB, un
inhibidor de CK2 de gran especificidad (Watanabe et al, 2005). Seguimos el mismo
procedimiento del ensayo anterior, cultivando en este caso las células electroporadas
en presencia y ausencia de TBB. Sin embargo, tras inmunoprecipitar la proteina F-box,
comprobamos que no habia diferencia en la interaccién BTrCP/MRN entre las células
control y las tratadas con el inhibidor de CK2 (resultados no mostrados), descartando
asi que esta quinasa pudiera tener un papel en la asociacién en nuestras condiciones.

Por ultimo, estudiamos la implicacion de la quinasa p70S6K. Se ha publicado que
esta quinasa fosforila a MRE11 en la treonina 597 (Piscitello et al, 2018), residuo que
se encuentra en el fosfodegron que hemos identificado para BTrCP. Por ello, pensamos
que p70S6K podria intervenir en la asociaciéon entre BTrCP y MRN, a través de la
fosforilacion de MRE11. Para comprobar esta hipodtesis, utilizamos PF-4708671, un
inhibidor de p70S6K (Piscitello et al, 2018). Transfectamos por electroporacion células
Cos-7 con pCS2 HA BTrCP vy las cultivamos en presencia y ausencia de PF-4708671.
lgual que antes, inmunoprecipitamos HA [TrCP y observamos que la co-
inmunoprecipitacion de MRN fue ligeramente inferior tras el tratamiento con PF-
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4708671 respecto a la condicion sin tratar (Figura 37). Como control de la actividad del
compuesto, utilizamos la forma fosforilada e inactiva de la quinasa (p-p70S6K). En
conjunto, estos resultados sugieren que al menos las quinasas GSK3 y p70S6K tendrian
un papel en la asociacion de BTrCP con el complejo MRN.

IP
Ext IgG HA 1gG

2 + = -+ + PF-4708671

O - - RADS0

Figura 37. El tratamiento con PF-
4708671, inhibidor de la quinasa
oty ) : -NB&1 p70S6K, afecta a la asociacién entre las
proteinas del complejo MRN y HA
o & BTrCP. El ensayo se realiz6 como se ha
” PSR * MRE11 indicado en la figura anterior, pero
tratando en este caso las células con PF-

z = 4708671 durante 24h. El ensayo se
T - |-HABTICP  .qiiz6 por duplicado. Ext: muestras de
! los extractos celulares empleados para
las IPs. *: banda inespecifica.

w |- p-p70S6K

s asee | - a-tubulina

Respecto a la asociaciéon FBXW7/MRN, volvimos a poner el foco sobre GSK3.
Electroporamos células Cos-7 con pCDNA3 Flag FBXW?7 v, al igual que en los ensayos
anteriores, las cultivamos en presencia y ausencia de CHIR-99021.
Inmunoprecipitamos Flag FBXW7 y observamos la co-inmunoprecipitacién de las 3
proteinas del complejo en condiciones control, y una disminuciéon de todas ellas tras el
tratamiento con CHIR-99021 (Figura 38). Este resultado sugiere una implicaciéon de
GSK3 también en la asociacion de FBXW7 con el complejo MRN.

IP
Ext lg6 Flag IgG

=ik - -+ + CHIR-99021 Figura 38. El tratamiento con CHIR-

99021 reduce la asociacién entre
las proteinas del complejo MRN y
Flag FBXW?7. En esta ocasion, las
-NBS1 células Cos-7 fueron transfectadas
con pCDNAS3 Flag FBXW?7, y tratadas
_ con CHIR-99021 durante 24h. La
= N -MRE11 inmunoprecipitaciéon de Flag FBXW7
e S e fue analizada por Western-blot.
) Como control se usé IgG de ratén. El
- Flag FBXW7 ensayo se realizd por duplicado. Ext:

— muestras de los extractos celulares
empleados para las IPs.

- RADS0

- a-tubulina
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Finalmente, estudiamos el efecto de la inhibicién de CK2 sobre la asociacién del
complejo MRN con FBXW?7, ya que se ha publicado que interviene en la fosforilacién
de otros sustratos de esta proteina F-box (Chen et al, 2011). Sin embargo, en este caso
el tratamiento con TBB tampoco alterd la asociacidon entre FBXW?7 y las 3 proteinas del
complejo (resultados no mostrados). Por tanto, de acuerdo con los ensayos realizados,
consideramos a GSK3 como quinasa responsable de la interaccién FBXW7/MRN.
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2. Funcion de la asociacion de las proteinas F-box con el complejo MRN.

En este segundo bloque de resultados, nos vamos a centrar en analizar el papel
gue cumple la interaccién entre las proteinas F-box de nuestro estudio y MRN,
exponiendo por separado los resultados obtenidos para BTrCP y para FBXW?7.

2.1.Papel de la asociacién entre SCF(BTrCP) y el complejo MRN.

Para intentar clarificar el papel de BTrCP respecto al complejo MRN, en primer
lugar, estudiamos la posible poliubicuitilacién in vivo del mismo, en este caso mediada
por ubicuitinas unidas a través de K63, ya que previamente comprobamos que no se
detectaban poliubicuitilaciones de tipo K48. Para realizar estos ensayos, seguimos la
misma metodologia anteriormente descrita. Tras preparar los extractos,
inmunoprecipitamos la proteina correspondiente del complejo MRN y analizamos
mediante Western-blot la presencia de poliubicuitilaciones con un anticuerpo anti-
ubicuitina K63. Asi, observamos que SCF(BTrCP) fue capaz de poliubicuitilar a MRE11,
pero no a RAD50 ni NBS1 (Figura 39).

pFlag CMV2 BTrCP
pCS2 HA BTrCP

pCMV HA RAD50

pCMV HA NBS1

pCMV6 MRE11 MycFlag
pPRBG4 Myc Ub

ok

C U S R |
+ t 4+ 1 0 4
+ 4+
L T S I

+ o o

HA RAD50-(Ub)n /

HA NBS1-(Ub)n Flag MRE11-(Ub)n

L ! e Sajll
IP HA, Wb Ub K63 IP Flag, Wb Ub K63

—.‘ ﬂ - Flag MRE11
. -

—
Flag BTrCP - = -I

- —— -

HA RADS0 / HA NBS1 - [& s s

- HA BTrCP

Figura 39. MRE11 es ubicuitilado in vivo por SCF(BTrCP) mediante ubicuitinas unidas a través de la
lisina 63. Los ensayos se realizaron como se ha indicado en apartados previos. Los corchetes sefialan las
formas poliubicuitiladas de alto peso molecular, con uniones ubicuitina-ubicuitina a través de K63. Los
ensayos se realizaron por duplicado.

Como se ha indicado en la Introduccion, |las cadenas de ubicuitina que presentan
enlaces de tipo K63 suelen estar implicadas en procesos de sefalizacion, modificando
la localizacion de proteinas especificas o interviniendo en rutas de reparacion de dafios
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en el ADN, entre otras (Pickart & Fushman, 2004; Haglund & Dikic, 2005). Dado que el
complejo MRN actiua como sensor de dafios en el ADN, decidimos averiguar como
afectaba a los niveles de dicho complejo el dafio en el ADN producido por cisplatino,
agente genotdxico de amplio uso en quimioterapia. Cultivamos células U20S en
presencia de 10 uM de cisplatino (Yu et al, 2016) durante 12, 24 y 48 h, observando
que, en estas condiciones, no habia cambios sustanciales en los niveles de las
proteinas del complejo (Figura 40A). Igualmente, cultivamos con cisplatino las células
U20S::HA [TrCP, que sobreexpresaban constitutivamente HA STrCP, y tampoco se
detectaron cambios de relevancia en los niveles de MRN (Figura 40B). Estos resultados
unidos a la poliubicuitilacién in vivo de MRE11 mediada por ubicuitinas enlazadas a
través de la lisina 63 anteriormente descrita, nos llevaron a pensar que, quiza, la
poliubicuitilacidn mediada por BTrCP tendria un papel en la localizacién del complejo
MRN.

B  uos:Ha srrcp
A U20s . 12h 24h 48h Cis (10 uM)

- 12h 24h 48h Cis (10 uM)
e s e | - RADS0
— v e | - RAD50
- . « | =NBS1
— — w— = | - MRE11
- - - MRE11
- B-actina
S — e | = B=aCtin@

Figura 40. El tratamiento con 10 pM de cisplatino no altera los niveles del complejo MRN,
independientemente de la sobreexpresion de HA BTrCP. (A) Las células U20S fueron tratadas con
cisplatino a la dosis y tiempos indicados. Se prepararon extractos totales y analizamos mediante
Western-blot la evolucidon de las proteinas del complejo MRN. (B) Como en el apartado A, pero
utilizando la linea celular U20S::HA [TrCP para comprobar si la sobreexpresidon de la proteina F-box
afectaba a la estabilidad del complejo en esas condiciones. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Para averiguarlo, preparamos extractos cromatinicos segun el protocolo descrito
en Materiales y Métodos a partir de las células U20S y U20S::HA [STrCP. Como control
de especificidad, utilizamos la linea U20S::HA FBXW7, que sobreexpresa HA FBXW7
constitutivamente. Analizamos si la distribucién de las 3 proteinas del complejo MRN
variaba entre las fracciones cromatinicas y solubles con la sobreexpresion de alguno de
los genes que codificaban las proteinas F-box. La Figura 41 muestra que la
sobreexpresion de HA STrCP provocd un incremento de la localizacidn del complejo en
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la cromatina, siendo especifico de esta proteina F-box, ya que no ocurrié con la
sobreexpresién de HA FBXW?7. Sea por el incremento de MRN en la cromatina o por la
accion directa de HA BTrCP, también observamos un incremento de CtIP en la
cromatina, otra proteina implicada en la cascada de reparacién de dafios en el ADN.

Fraccion soluble Fraccion cromatinica

I B + - - U208

= £ = -+ - U20S:HA gTICP

- -+ - -+ U20S:HA FBXW7
—— . . .. — |-RAD50

——— | - NBS1

== - MRE11
— - -_— > - CtIP
- .._.:_‘ ; a - Histona H1
— e —— - a~tubulina

Figura 41. La sobreexpresion de HA BTrCP favorece la localizacién en la cromatina del complejo MRN.
A partir de cultivos de las lineas U20S, U20S::HA STrCP y U20S::HA FBXW?7 en condiciones normales de
crecimiento se prepararon extractos cromatinicos y se estudié mediante Western-blot la distribucion de
las proteinas indicadas. Como marcadores de pureza de las fracciones obtenidas, y también a modo de
control de carga, utilizamos las proteinas Histona H1 para la fraccion cromatinica, y a-tubulina para la
fraccién soluble. El ensayo se realizé por triplicado.

Este resultado fue confirmado utilizando la linea celular U20S::HA BTrCP AF, que
sobreexpresa la versidn dominante negativa de HA STrCP. Tras preparar de nuevo
extractos cromatinicos, comprobamos que la sobreexpresién de HA STrCP provocaba
una acumulacién de MRN en la cromatina que no se observaba al sobreexpresar HA
PTrCP AF (Figura 42). En consecuencia, estos datos sugieren que BTrCP interviene en la
localizacion del complejo MRN en la cromatina.
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Fraccion soluble Fraccion cromatinica

+ - - + - - U208
- + - - + = U20S::HA gTrCP
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Figura 42. La sobreexpresion de HA BTrCP AF reduce la presencia del complejo MRN en la cromatina
en comparacion con la observada al sobreexpresar HA STrCP. El ensayo se realizé como se ha indicado
en la figura anterior, pero incorporando en este caso la linea U20S::HA STrCP AF. El ensayo se llevé a
cabo por triplicado.

En conjunto, nuestros resultados indican que SCF(BTrCP) provoca la
poliubicuitilacion K63 de MRE11 favoreciendo la localizacién del complejo MRN en la
cromatina, si bien es cierto que se requieren estudios mas profundos para clarificarlo
completamente.

2.2.Estudio funcional de la ubicuitilacion del complejo MRN por
SCF(FBXW?7).

Como describimos anteriormente, existe una asociacién in vivo entre FBXW?7 y las
proteinas del complejo MRN mediada por GSK3 en el nucleo celular. Ademas, las 3
proteinas del complejo son sustratos de la ligasa de ubicuitina. Partiendo de estos
resultados, vamos a profundizar en la finalidad de esta interaccion.

e SCF(FBXW?7) promueve la degradacion del complejo MRN a través de la
via de la autofagia/lisosoma.

Como hemos indicado, SCF(FBXW7) es capaz de poliubicuitilar in vivo a MRE11,
RAD50 y NBS1, formando cadenas de ubicuitinas unidas a través de la lisina 48 (Figura
34). Habitualmente, este tipo de cadenas de ubicuitina suelen marcar los sustratos
para su posterior degradacién (Li & Ye, 2008), lo que nos llevd a estudiar cémo influia
SCF(FBXW?7) en la estabilidad del complejo MRN. Para averiguarlo, comparamos los
niveles de MRE11, RAD50 y NBS1 en las lineas celulares U20S y las que sobreexpresan
constitutivamente HA FBXW?7 y HA FBXW7 AF, respectivamente. Preparamos extractos
totales y analizamos los niveles de MRN mediante Western-blot. Como muestra la
Figura 43, |la sobreexpresion de HA FBXW?7 provoca una disminucion de los niveles de
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MRE11, RAD50 y NBS1, mientras que la sobreexpresiéon de HA FBXW7 AF mantiene o
incluso incrementa estos niveles respecto a la linea silvestre. Analizamos el nivel de
ciclina E, cuya estabilidad se ve reducida por SCF(FBXW?7) (Koepp et al, 2001), a modo
de control de la eficacia de las construcciones estudiadas, obteniendo el resultado
esperado.

A U208
- + - HA FBXW7
- . + LHA FBXWT AF

A | - HA FBXWT [ AF

B o U20s
P - RADSO @ U20S::HA FBXW7
10 04 1.6 Nivel de RAD50 @ O U208::HA FBXW7 AF *
& |
| -NBS1 £ _I_
£
1.0 06 11  Nivel de NBSA &
1] *hxx k%
R - MRE11 g .. - |
1.0 04 08 Nivelde MREH4 S| _ u
RADS50 NBS1 MRE11 CiclinaE

S S e | - Ciclina E

1,0 0,6 1,4 Nivel de Ciclina E

S S—— | - (-actina

Figura 43. La sobreexpresion de HA FBXW7 y HA FBXW?7 AF afecta a los niveles de las proteinas del
complejo MRN. (A) Los extractos totales de las células U20S, U20S::HA FBXW7 y U20S::HA FBXW7 AF
se obtuvieron a partir de cultivos en condiciones normales de crecimiento. Los niveles cuantitativos de
las proteinas del complejo MRN y de ciclina E se determinaron en relacién al control de carga (p-actina).
(B) Representacion grafica de los niveles de las proteinas mostradas en A. Utilizamos el test t de Student
de muestras desapareadas para comparar los niveles presentes en las lineas U20S::HA FBXW7 y
U20S::HA FBXW?7 AF respecto a los de la linea silvestre. *: p < 0.05, **: p < 0.01 ***: p <0.001, ****.p <
0.0001. Las barras de error representan la desviaciéon estandar (n=3).

Dado que SCF(FBXW7) promueve la degradacion del complejo MRN, quisimos
averiguar a través de qué ruta se producia esta degradacion: por la via del proteasoma
o por la via de la autofagia/lisosoma. Para ello, en primer lugar, analizamos la
estabilidad del complejo en condiciones basales. Tratamos las células U20S con
inhibidores de las dos rutas de degradacién, y analizamos si el complejo MRN se
acumulaba en alguno de los casos. Para bloquear la degradacién via proteasoma,
tratamos las células con MG132 y observamos que no se produjo una acumulacion de
las proteinas del complejo (Figura 44).
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Figura 44. El bloqueo de la via del
proteasoma no altera sustancialmente los
niveles del complejo MRN. A partir de
células en condiciones control (C) y
tratadas con MG132 a diferentes tiempos
se prepararon extractos totales y se
analizaron mediante Western-blot las
proteinas sefialadas. El ensayo se realizd
por duplicado.
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En cambio, al tratar las células con concanamicina A, que inhibe las enzimas
lisosomales, si observamos una acumulacién del complejo. Para confirmar este
resultado, tratamos las células con NH4Cl, que eleva el pH lisosomal inhibiendo sus
enzimas, y preparamos extractos citosdlicos y nucleares. Observamos que
efectivamente se acumulan las proteinas del complejo MRN, y ademds que esta
acumulacién se produce en la fraccién nuclear de la célula. Complementariamente,
tratamos células con rapamicina o trehalosa, dos activadores diferentes del flujo
autofagico, y comprobamos que provocaban una ligera disminucién de las proteinas
del complejo (Figura 45). Como control de estos ensayos utilizamos BRCA1, otra
proteina nuclear cuyo nivel se ve afectado por alteraciones del flujo autofagico
(Blagosklonny et al, 1999).
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Figura 45. El bloqueo o estimulo de la via de la autofagia/lisosoma afecta a los niveles de las proteinas
del complejo MRN. (A) Las células U20S fueron sometidas a diferentes condiciones: control (C), de 4 a
8h de concanamicina A y 24h de NH4Cl, rapamicina o trehalosa, y se prepararon extractos totales o
citosdlicos/nucleares, segln el caso. Posteriormente, analizamos mediante Western-blot la evolucién de
las proteinas del complejo MRN y BRCA1. Los niveles cuantitativos de estas proteinas se determinaron
en relacion al control de carga (a-actinina). (B) Representaciones graficas de los niveles de las proteinas
mostradas en A, separadas por ensayo. Utilizamos el test t de Student de muestras desapareadas para
comparar los niveles de proteinas obtenidos tras cada tratamiento respecto a los de la condicidon
control. *: p < 0.05, **: p < 0.01 ***: p < 0.001, ****: p < 0.0001. Las barras de error representan la
desviacion estandar (n=3).

Una vez establecido que existia una degradacion basal del complejo MRN por via
autofagica, nos interesamos en averiguar si la degradacién inducida por FBXW7
también ocurria por esta via. Para ello, decidimos tratar con concanamicina A las
células U20S::HA FBXW7 y U20S::HA FBXW7 AF. Como muestra la Figura 46, el nivel
de MRN que presentan las células que sobreexpresan HA FBXW?7, y que por tanto
estarian degradando activamente las proteinas del complejo, incrementa
notablemente al inhibir las enzimas lisosomales. Sin embargo, aquellas células que
sobreexpresan HA FBXW?7 AF, que incluso reducen la degradacion enddgena del
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complejo MRN mediada por FBXW?7 al ser un mutante dominante negativo, mantienen
constantes los niveles de las proteinas del complejo tanto en presencia como en
ausencia de concanamicina A. Todos estos resultados indican que SCF(FBXW?7)
estimula la degradacién de las proteinas del complejo MRN, y que esta degradacién
ocurre a través de la via de la autofagia/lisosoma.

A U208
1tHA FEXW7 ::HA FBXWT7 AF
= + - + ConA (8h)
U20s
S B | [ |- HA FBXWT | AF B @ ::HA FEXW7 Control
- — o ::HA FBXW7 Con A
» o ::HA FBXWT7 AF Control
= = | |=—== =— | - RAD5S0 & 1 o O ::HA FBXWT7 AF Con A
< | T
10 49 50 5.5 Nivel de RAD50 g
== IS |==== == "- NBS1 3_
g b dedede
10 18 16 1.7  Nivel de NBS1 S =
E J
D N - MRE11 =
S I o oo RAD50 NBS1 MRE11
e s | | S—— | - B-actina

Figura 46. El bloqueo de la via autofagica incrementa los niveles del complejo MRN en la linea celular
que sobreexpresa HA FBXW?7. (A) Los extractos totales obtenidos a partir de las células U20S::HA
FBXW?7 y U20S::HA FBXW7 AF con y sin tratamiento fueron analizados por Western-blot. Los niveles
cuantitativos de las proteinas del complejo MRN se determinaron en relacién al control de carga (p-
actina). *: banda inespecifica. (B) Representacién grafica de los niveles de las proteinas mostradas en A.
Utilizamos el test t de Student de muestras desapareadas para comparar los niveles de MRN obtenidos
tras el bloqueo de la autofagia respecto a los de la condicion control en cada linea celular de manera
independiente. ***: p < 0.001. Las barras de error representan la desviacién estandar (n=3).

e El complejo MRN se asocia con p62/LC3 en el nucleo celular tras ser
ubicuitilado por SCF(FBXW?7).

En la degradacién autofagica de sustratos ubicuitilados suelen intervenir proteinas
adaptadoras como p62, que se unen a estos sustratos ubicuitilados y a la proteina LC3-
IIl. Esta ultima esta inserta en la membrana del autofagosoma, el cual se fusionara con
el lisosoma para degradar los cargos (Lippai & Low, 2014). Para averiguar si estas
proteinas fundamentales en la maquinaria autofagica intervenian en la degradacion
del complejo MRN, realizamos ensayos de silenciamiento génico transitorio con ARNs
pequefios de interferencia (siRNA). Comprobamos que el silenciamiento de p62 o LC3
provocaba un incremento significativo de los niveles de MRE11, RAD50 y NBS1 (Figura
47). Utilizando esta misma estrategia, confirmamos la implicacion de FBXW7 en la
degradacion de MRN ya que su silenciamiento incrementaba significativamente los
niveles de las proteinas del complejo. Como control de este uUltimo siRNA utilizamos de
nuevo ciclina E.
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Figura 47. El silenciamiento génico transitorio de mediadores del flujo autofagico y de FBXW?7 permite
una acumulacién de las proteinas del complejo MRN. (A) Las células U20S fueron interferidas con los
siRNAs indicados. Pasadas 48h, las células fueron recogidas, se prepararon extractos totales y se
analizaron mediante Western-blot. (B) Representaciones graficas derivadas del ensayo anterior. Se
muestran los niveles de cada componente del complejo MRN individualmente, ademas de los de las
proteinas utilizadas como control en cada interferencia. Utilizamos el test t de Student de muestras
desapareadas para comparar los niveles de cada proteina tras las interferencias respecto a los que
presentan en la interferencia control (siRNA EGFP). *: p < 0.05, **: p < 0.01 ***: p < 0.001. Las barras de
error representan la desviacién estandar (n=3).

Ademas, la linea celular DLD1 FBXW?7 7, carente de ambas copias del gen FBXW?7,
también presentaba niveles mas elevados de esas proteinas en comparacion con la
linea DLD1 FBXW?7 */* (Figura 48).
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Figura 48. Los componentes del complejo MRN se acumulan en la linea celular DLD1 carente del gen
FBXW?7. (A) Los extractos totales de las células DLD1 FBXW?7 */* y DLD1 FBXW?7 7~ se obtuvieron a partir
de cultivos en condiciones normales de crecimiento. Se analizaron por Western-blot las proteinas
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indicadas. (B) Representacidon grafica de los niveles de las proteinas mostradas en A. Utilizamos el test t
de Student de muestras desapareadas para comparar los niveles presentes en ambas lineas. ***: p <
0.001. Las barras de error representan la desviacion estandar (n=5).

Por tanto, no sélo FBXW7 sino también p62 y LC3 estan implicados en la
degradacion del complejo MRN. Quisimos averiguar entonces si podiamos detectar la
interaccidon in vivo entre las proteinas del complejo MRN y las de la maquinaria
autofagica. Cultivamos las células U20S en condiciones control o tratadas con NH4Cl y
preparamos extractos celulares NP40. Inmunoprecipitamos cada una de las proteinas
del complejo y estudiamos la asociacién a p62 y LC3 mediante Western-blot. Asi,
pusimos de manifiesto que MRE11, RAD50 y NBS1 se asociaban tanto a p62 como a
LC3, y que esta asociacién sélo se podia observar cuando se bloqueaba el flujo
autofagico, probablemente porque de lo contrario MRN estaria siendo degradado por
esta via (Figura 49).
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Figura 49. Las proteinas del complejo MRN interaccionan con p62 y LC3. Los extractos obtenidos a
partir de células U20S con o sin bloqueo de la autofagia fueron utilizados para inmunoprecipitar
individualmente MRE11 (A), RAD50 (B) y NBS1 (C). La asociacidon con mediadores del flujo autofagico fue
analizada por Western-blot. Como control se usaron IgGs de ratén o conejo segun el caso. Los ensayos
se realizaron por triplicado. Ext: muestras de los extractos celulares empleados para las IPs. *: banda
inespecifica.

El complejo MRN se localiza esencialmente en el nucleo celular (Vissinga et al,
2009), mientras que p62 y LC3 se localizan tanto en el nicleo como en el citoplasma
(Drake et al, 2010; Pankiv et al, 2010). Por tanto, para conocer donde ocurria esta
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asociacién, preparamos extractos citosélicos y nucleares de las células U20S tratadas
con NH4Cl, e inmunoprecipitamos el complejo MRN en ambas fracciones utilizando el
anticuerpo anti-NBS1, elegido por su eficacia en este tipo de ensayo. Asi, en la Figura
50 se observa que NBS1, que trae consigo a MRE11 y RAD50, co-inmunoprecipité p62 y
LC3 sélo en el extracto nuclear. Este resultado no elimina la posibilidad de que hubiera
cierta interaccioén fuera del nicleo que no se detectara por cuestiones de sensibilidad
de la técnica empleada, aunque en cualquier caso seria menos abundante que la que
ocurre en el nucleo.
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Figura 50. La interaccion entre el complejo MRN y p62/LC3 tiene lugar en el nucleo celular. La
inmunoprecipitacion de NBS1 se realiz6 tanto en los extractos citosélicos (S100) como en los extractos
nucleares (EN) de células U20S con blogueo de la autofagia. Como control se usé IgG de conejo. El
ensayo se realizo por triplicado.

Con el fin de conocer la localizacién de las proteinas del complejo MRN, p62 y LC3
en la célula tanto en condiciones control como tras bloqueo de la via de la
autofagia/lisosoma, realizamos ensayos de microscopia de fluorescencia. Utilizamos
células U20S sin tratar y tratadas con concanamicina A y visualizamos las proteinas
MRE11 y RAD50 junto con p62 y LC3, respectivamente. En condiciones control, RAD50
y MRE11 tienen una localizacion esencialmente nuclear. Por su parte, LC3 tendria una
localizacion mas difusa en toda la célula. En el caso de p62 también es asi, aunque
presenta ademas un punteado mas discreto. Tras el tratamiento con concanamicina A,
p62 y LC3 presentan una localizacién perinuclear, con un aspecto aparentemente
vesicular. RAD50, especialmente, y MRE11 también incrementan el marcaje en esa
zona (Figura 51).
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Figura 51. El bloqueo de la via de la autofagia/lisosoma fomenta la localizacién perinuclear de
LC3/RAD50 y p62/MRE11. Ensayos de inmunofluorescencia en células U20S tratadas o no con
concanamicina A durante 8h. Las flechas amarillas sefialan las areas ampliadas (X2). Las barras de escala
representan 10 uM. (A) Localizacidn de LC3 marcado en verde, RAD50 en rojo, la fusidn de ambos y
DAPI en azul. (B) Localizacidon de p62 marcado en verde, MRE11 en rojo, la fusion de ambos y DAPI en
azul. (C) Porcentajes de células que muestran RAD50 y LC3 en la periferia nuclear (P.N.) en condiciones
control y tras el bloqueo de la autofagia. Se ha utilizado el test t de Student de muestras desapareadas
para comparar ambos valores. ****: p < 0.0001. Las barras de error representan la desviacién estandar
(n=3). (D) Similar a C, pero mostrando los porcentajes de células que presentan MRE11 y p62 en la
periferia nuclear (P.N.).
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Dado que MRE11, RAD50 y NBS1 colocalizan en el nucleo celular (Figura 52),
estimamos que los resultados obtenidos en el ensayo anterior con los dos primeros
son extensibles a NBS1, que no ha podido ser estudiado respecto a p62 y LC3 por
problemas de clonicidad de los anticuerpos empleados. Por tanto, la inhibicién de las
enzimas lisosomales favorece una localizacién perinuclear del complejo MRN y de p62
y LC3.

NBS1 MRE11 Fusion DAPI

NB¢&1 RADS50 Fusion DAPI

Figura 52. NBS1 colocaliza con MRE11 y RAD50 en el nucleo celular. Ensayos de inmunofluorescencia
en células U20S en condiciones normales de crecimiento, mostrando la localizacion de NBS1 marcado
en verde, MRE11 o RAD50 en rojo, la fusidon de ambos, que presenta la colocalizacidon en amarillo, y DAPI
en azul. La barra de escala representa 10 pM. Los ensayos se realizaron por duplicado.

Como ya hemos mencionado con anterioridad, los sustratos que van a ser
degradados por via autofagica suelen ser previamente ubicuitilados para que puedan
ser reconocidos por las proteinas adaptadoras (Lippai & Low, 2014). Por ello, quisimos
averiguar si la interaccion entre MRN y p62/LC3 estaba mediada por la ubicuitilacion
del complejo llevada a cabo por SCF(FBXW?7). Con este fin, cultivamos las células U20S,
U20S::HA FBXW7 y U20S::HA FBXW7 AF en condiciones de bloqueo del flujo
autofagico, preparamos extractos nucleares e inmunoprecipitamos el complejo MRN
utilizando el anticuerpo anti-NBS1. Como observamos en la Figura 53, en las células
gue sobreexpresan HA FBXW7 se muestra una mayor co-inmunoprecipitacién de p62,
y sobre todo de LC3, en comparacion con la detectada en las células silvestres. Por el
contrario, en las células que sobreexpresan HA FBXW?7 AF la co-inmunoprecipitaciéon
de ambos mediadores de la ruta autofdgica es practicamente nula. Por tanto, estos
resultados muestran la implicacion funcional de la ligasa de ubicuitina SCF(FBXW7) en
la interaccion del complejo MRN con p62 y LC3. Asi, es muy probable que la
poliubicuitilacion del complejo inducida por SCF(FBXW?7) provoque su asociacién a
p62/LC3 en el nucleo de la célula.
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Figura 53. La ubicuitilacion de SCF(FBXW7) sobre el complejo MRN permite su interaccion con
p62/LC3. Los extractos nucleares de las lineas celulares indicadas, todas cultivadas con NH4Cl durante
24h, fueron utilizados para inmunoprecipitar NBS1. Las co-inmunoprecipitaciones de las proteinas de
interés se analizaron mediante Western-blot. Como control se usé IgG de conejo. El ensayo se realizd
por triplicado. Ext: muestra del extracto nuclear de la linea U20S empleado para la IP.

e SCF(FBXW?7) induce la localizacion del complejo MRN en los lisosomas.

Una vez que el complejo MRN se asocia a la maquinaria autofagica debe ser
trasladado al lisosoma para su degradacién. Por ello, quisimos averiguar si las
proteinas del complejo podrian detectarse también en los lisosomas. Con este fin, y
siguiendo el protocolo descrito en Materiales y Métodos, preparamos extractos
enriquecidos en lisosomas a partir de cultivos celulares crecidos en condiciones
normales y tras el bloqueo del flujo autofagico con NH4Cl. Este ultimo tratamiento
evitaria la degradacién de las proteinas en el lisosoma, lo que nos permitiria
detectarlas. Tras llevar a cabo pruebas en diferentes modelos celulares, llegamos a la
conclusién de que las células Hela eran el mejor modelo para este tipo de ensayos.
Tratamos estas células durante 24 h con NH4Cl, y observamos que las 3 proteinas del
complejo MRN se acumulaban en la fraccidn lisosomal, indicando que sin el inhibidor
estarian siendo degradadas (Figura 54).
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Figura 54. El bloqueo de la via autofagica permite detectar las proteinas del complejo MRN en la
fraccidn lisosomal celular. Se obtuvieron extractos citosélicos, enriquecidos en lisosomas y nucleares a
partir de células Hela cultivadas en condiciones control y con bloqueo de la autofagia. El contenido de
cada fraccién subcelular se analizé por Western-blot, empleando un 5% de la fraccién citosdlica, un 30%
de la lisosomal y un 2,5% de la nuclear. Como control de pureza del fraccionamiento, y a su vez control
de carga, se usaron los siguientes marcadores: a-tubulina para el citosol, LAMP-1 para la fraccion
lisosomal e Histona H1 para la nuclear. El ensayo se realizé por duplicado. *: banda inespecifica.

A continuacién, quisimos saber si la presencia del complejo MRN en los lisosomas
era dependiente de SCF(FBXW?7). Para ello, estudiamos el efecto de la sobreexpresion
de HA FBXW?7 sobre la localizacién lisosomal del complejo. Utilizamos las células Hela
y Hela::HA FBXWY?7 cultivadas en condiciones normales de crecimiento y tratadas con
NH4Cl. Como control de especificidad utilizamos la linea Hela::HA STrCP. Comparando
el contenido de la fraccidn lisosomal obtenida en cada linea pudimos comprobar que la
sobreexpresién de HA FBXW7 provocaba una mayor presencia en los lisosomas de las
proteinas del complejo MRN, respecto a lo detectado en la linea silvestre. Ademas,
este resultado fue especifico de esta proteina F-box, ya que la sobreexpresion de HA
PTrCP no tuvo ese efecto (Figura 55A).
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Figura 55. La sobreexpresion de HA FBXW?7 potencia la presencia de los componentes del complejo
MRN en la fraccidn lisosomal. (A) Los extractos enriquecidos en lisosomas obtenidos a partir de los
cultivos celulares indicados se analizaron por Western-blot, empleando el 30% de las fracciones. Los
niveles cuantitativos de las proteinas del complejo MRN se determinaron en relacion al control de carga
(LAMP-1). (B) Similar al ensayo mostrado en A, pero incorporando en este caso la linea HelLa::HA FBXW7
AF. Los ensayos se realizaron por duplicado. *: banda inespecifica.

Para complementar el experimento anterior, repetimos el mismo tipo de ensayo
utilizando ademas la linea Hela::HA FBXW?7 AF con el fin de revertir el efecto de la
sobreexpresién de HA FBXW?7 sobre la localizacion lisosomal del complejo. Como se
observa en la Figura 55B, FBXW7 AF provocé una menor acumulacién en los lisosomas
de las 3 proteinas del complejo MRN en comparacién con la acumulacién observada
con FBXW?7.

Por ultimo, quisimos estudiar la presencia del complejo MRN en los lisosomas in
vivo en ensayos de inmunofluorescencia. Cultivamos las células U20S y U20S::HA
FBXW?7 AF en presencia y ausencia de concanamicina A y analizamos la distribucién de
NBS1, como representante del complejo MRN, junto con la de LAMP-1, como
marcador de las membranas lisosomales (Eskelinen, 2006; Arhzaouy et al, 2019). En la
Figura 56 podemos observar que el tratamiento con concanamicina A provoca una
acumulacién de NBS1 en las vesiculas lisosomales marcadas con anti-LAMP-1 de la
linea U20S. Sin embargo, este doble marcaje no se observa en la linea que
sobreexpresa HA FBXW?7 AF. Estos resultados indican que la actividad de SCF(FBXW?7)
sobre el complejo MRN propicia su localizacién en los lisosomas.
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Figura 56. La localizacion de NBS1 en los lisosomas que se detecta al bloquear la via autofagica en
células silvestres no sucede con la sobreexpresion de HA FBXW?7 AF. Ensayos de inmunofluorescencia
en células U20S y U20S::HA FBXW?7 AF tratadas o no con concanamicina A durante 8h. Las flechas
amarillas sefalan las dreas ampliadas (X2). Las barras de escala representan 10 uM. (A) Localizacién en
la linea U20S de NBS1 marcado en verde, LAMP-1 en rojo, la fusién de ambos y DAPI en azul. (B) Como
en A, pero en la linea U20S::HA FBXW7 AF. (C) Porcentajes de células que muestran NBS1 en las
vesiculas marcadas con LAMP-1 para cada linea celular tras el tratamiento con concanamicina A. Se ha
utilizado el test t de Student de muestras desapareadas para comparar ambos valores. ****: p < 0.0001.
Las barras de error representan la desviacién estandar (n=3).
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Realizados estos ensayos podemos concluir que las proteinas del complejo MRN,
tras interaccionar con p62/LC3 en el nucleo, se localizan en los lisosomas para su
degradacion en este compartimento. Ademas, SCF(FBXW?7) es el responsable de la
degradacion autofagica del complejo MRN al posibilitar la asociaciéon de este con
p62/LC3 lo cual, siguiendo la dindmica de la via de la autofagia, asegura en ultima
instancia su degradacion en los lisosomas.

e La apoptosis provocada por agentes genotdxicos estimula la degradacién
autofagica del complejo MRN mediada por SCF(FBXW?7).

Tras caracterizar la implicacion de la via autofdgica en el recambio basal del
complejo MRN, quisimos averiguar si esta degradaciéon podria estimularse en otras
condiciones. La autofagia es un proceso de degradacion selectiva de sustratos que se
potencia principalmente por falta de nutrientes, pero también por otras situaciones de
estrés celular tales como el dafio en el ADN, la hipoxia, el estrés del reticulo o la
infeccidn por patdgenos, entre otros (Kroemer et al, 2010). Dada la importancia de la
escasez de nutrientes en la activacion de la via autofagica, decidimos empezar nuestro
estudio comprobando si esta situacion podria estimular la degradacién de MRN. Para
ello, sometimos las células Hela a deprivacién de suero cultivandolas 3 dias en medio
al 0,15% de suero fetal bovino, utilizando como control las células cultivadas en medio
completo (10% de suero). Analizando la caida en el nivel de p62 y el incremento de
LC3-Il, pudimos comprobar que la deprivacion de suero produjo una eficaz activaciéon
del flujo autofagico. No obstante, esto no trajo consigo una mayor degradacion de las
proteinas del complejo MRN (Figura 57).
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N - NEST Figura 57. La deprivacion de nutrientes no
produce una caida en los niveles del complejo
1,0 1,2 Nivel de NBS1 MRN, pese a la activacion de la autofagia. Los
e e | = MRE11 extractos totales de las células Hela cultivadas
con dos porcentajes de suero fetal bovino
1,0 17 Nivel de MRE11 (SFB) diferentes se analizaron por Western-
o - p62 blot. Los niveles cuantitativos de las proteinas
del complejo MRN se determinaron en
relacion al control de carga (a-tubulina). El
--] ensayo se realizd por duplicado.
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Descartada la deprivacién de suero, continuamos con la busqueda de estimulos
capaces de incrementar la degradacion autofdgica de MRN. Decidimos centrarnos en
el estudio del dafio en el ADN, dado el papel de dicho complejo en la respuesta al
estrés genotdxico. Anteriormente, sefialamos que el tratamiento con dosis inferiores a
10 uM de cisplatino no provocaba cambios sustanciales en los niveles de MRN. Por
tanto, realizamos una cinética de dosis de cisplatino para comprobar la evolucién del
complejo a dosis superiores a las utilizadas previamente. Como se observa en la Figura
58A, las dosis mads altas de cisplatino provocan una disminucion considerable en los
niveles de MRE11, RAD50 y NBS1, coincidiendo con una activacion de la autofagia
medida por la degradacion de p62 y la aparicion de LC3-Il. También vemos que estas
dosis elevadas inducen apoptosis, detectada por la aparicién de la proteina PARP
fragmentada, la caspasa 3 activa y la acumulaciéon de y-H2AX. Para confirmar la muerte
celular, analizamos por citometria de flujo células tratadas en estas mismas
condiciones con el fin de cuantificar el porcentaje de células positivas para anexina V.
Comprobamos que las dosis de cisplatino que inducen la degradacidon del complejo
MRN presentan los mayores porcentajes de células apoptdticas, positivas para anexina
V (Figura 58B).
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Figura 58. El tratamiento con dosis de cisplatino capaces de inducir apoptosis provoca una caida en los
niveles de las proteinas del complejo MRN. (A) Las células U20S se cultivaron en condiciones control
(C) y con dosis crecientes de cisplatino durante 24h. Tras preparar extractos totales, se analizd6 mediante
Western-blot la evolucion de las proteinas indicadas. Los niveles cuantitativos de las proteinas del
complejo MRN se determinaron en relacién al control de carga (B-actina). (B) Las células U20S se
cultivaron en las mismas condiciones del ensayo mostrado en A, y se analizd mediante citometria de
flujo el marcaje con anexina V, que se representa graficamente. Utilizamos el test t de Student de
muestras desapareadas para comparar el porcentaje de células positivas para anexina V a cada dosis del
farmaco respecto al que presenta el cultivo control. *: p < 0.05, **: p < 0.01 ***: p < 0.001. Las barras de
error representan la desviacién estandar (n=3).

Los resultados anteriores fueron ratificados realizando los mismos experimentos
utilizando otro agente genotéxico como la doxorrubicina. De nuevo, las dosis mas
elevadas provocaron una caida destacable en los niveles de las 3 proteinas del
complejo a la vez que una activacién de la autofagia e induccién de apoptosis (Figura
59A). Del mismo modo, los estudios de citometria de flujo asociaron los mayores
porcentajes de células positivas para anexina V con la mayor caida del complejo MRN
(Figura 59B).
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Figura 59. El tratamiento con dosis de doxorrubicina capaces de inducir apoptosis también provoca
una bajada en los niveles del complejo MRN. (A) Las células U20S se cultivaron en condiciones control
(C) y con dosis crecientes de doxorrubicina durante 24h. Los extractos totales obtenidos se analizaron
mediante Western-blot y se estudiaron las proteinas indicadas. Los niveles cuantitativos de las proteinas
del complejo MRN se determinaron en relacidn al control de carga (B-actina). *: banda inespecifica. (B)
Las células U20S se cultivaron en las mismas condiciones del ensayo mostrado en A, y se analizé
mediante citometria de flujo el marcaje con anexina V, que se representa graficamente. Utilizamos el
test t de Student de muestras desapareadas para comparar el porcentaje de células positivas para
anexina V a cada dosis del farmaco respecto al que presenta el cultivo control. *: p < 0.05, **: p < 0.01.
Las barras de error representan la desviacidn estandar (n=3).

Estos resultados indicaban que el tratamiento con agentes genotdxicos en dosis
suficientemente elevadas como para provocar apoptosis causaba una bajada en los
niveles del complejo MRN. Para asegurar que esta disminucidn se correspondia con
una degradacion del complejo, teniendo en cuenta ademas que se estaba activando el
flujo autofagico, estudiamos si el bloqueo de la autofagia en estas condiciones de dafio
podria contrarrestar la caida observada. La dosis de cisplatino elegida para estos
ensayos fue de 50 uM, ya que con ella se obtenia una disminucién sustancial del
complejo de acuerdo con los experimentos anteriores. Observamos que la reduccion
de los niveles de las 3 proteinas se revertia al combinar este tratamiento con NH4Cl
(Figura 60), lo que demuestra que MRN estaba siendo degradado por la via de la
autofagia/lisosoma.
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Figura 60. El bloqueo de la autofagia en
condiciones de daiio apoptético en el ADN
frena la degradacion del complejo MRN. Las
células U20S se cultivaron en condiciones
control y tratadas con cisplatino durante 24h,
en monoterapia o con bloqueo de la autofagia
con NH4Cl. Los extractos totales obtenidos se
analizaron mediante Western-blot. Los niveles
cuantitativos de las proteinas del complejo
MRN se determinaron en relacién al control de
carga (o-tubulina). El ensayo se realizd por
duplicado.
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A continuacién, quisimos estudiar si la degradacién autofagica de MRN en estas
condiciones podria deberse a la actividad de SCF(FBXW?7). Con este fin, utilizamos ARN
pequefio de interferencia para reducir los niveles de FBXW7 y tratamos con cisplatino
a la dosis usada en el ensayo previo. Observamos que el silenciamiento de FBXW7
evitaba la disminucidn de los niveles de MRN tras el tratamiento genotdxico que si se
observaba con el siRNA control (Figura 61). Como control del silenciamiento utilizamos
el incremento de ciclina E.

- - + siRNAFBXW7
- + - siRNAEGFP
-+ + Cis (50 uM)

Figura 61. El silenciamiento génico transitorio
de FBXW7 impide la degradacion del
complejo MRN en condiciones de dafio
apoptético en el ADN. Las células U20S
fueron interferidas con los siRNAs indicados.
Pasadas 24h, fueron tratadas con cisplatino y
recogidas tras otras 24h. Los extractos totales
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Por ultimo, para determinar si la degradacion autofdgica de MRN tras dafio en el
ADN conllevaba una mayor presencia del complejo en los lisosomas promovida por
FBXW7, realizamos ensayos de microscopia de fluorescencia en células U20S y
U20S::HA FBXW?7 AF. Cultivamos las células sin tratamiento y tratadas con cisplatino,
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con concanamicina A y con una combinacién de ambos. Después, analizamos la
presencia de NBS1 en los lisosomas detectados con anti-LAMP-1. Como podemos
observar en la Figura 62, en la linea U20S el bloqueo del flujo autofagico permite
detectar NBS1 en las vesiculas marcadas con LAMP-1, lo cual no ocurre en la linea que
sobreexpresa el dominante negativo de FBXW7. Cuando tratamos con cisplatino y
concanamicina A, en las células U20S la sefial de NBS1 se hace mas intensa en las
estructuras marcadas con LAMP-1 respecto a la sefial detectada con concanamicina A
Unicamente. Por su parte, las células que sobreexpresan HA FBXW7 AF tampoco
presentan marcaje de NBS1 en los lisosomas en estas condiciones (Figura 63).
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Figura 62. El dafio apoptético en el ADN potencia la presencia de NBS1 en los lisosomas en células
silvestres pero no en aquellas que sobreexpresan HA FBXW?7 AF. Ensayos de inmunofluorescencia en
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células U20S y U20S::HA FBXW?7 AF tratadas o no con 50 uM de cisplatino durante 24h, concanamicina
A durante 8h, o la combinacion de ambos. Las flechas amarillas sefialan las areas ampliadas (X2). Las
barras de escala representan 10 puM. (A) Localizacién en la linea U20S de NBS1 marcado en verde,
LAMP-1 en rojo, la fusion de ambos y DAPI en azul. (B) Como en A, pero en la linea U20S::HA FBXW?7 AF.
Los ensayos se realizaron por triplicado.

Todos estos resultados demuestran que las dosis elevadas de agentes genotdxicos
como el cisplatino o la doxorrubicina inducen la apoptosis, estimulan la autofagia y
traen consigo una mayor degradacién del complejo MRN por esta via. En esta
degradacion resulta fundamental la actividad de la ligasa de ubicuitina SCF(FBXW?7)
sobre el complejo MRN. Asi, la ausencia de FBXW?7, bien sea por silenciamiento génico
transitorio o por la sobreexpresién de su forma dominante negativa, evita este
fenémeno.

Figura 63. La diferencia en el marcaje de NBS1

100 , N
T == en los lisosomas entre células silvestres y
= 80 aquellas que sobreexpresan HA FBXW?7 AF es
zg significativa. En la gréfica se presenta el
o E 60 porcentaje de células que muestran NBS1 en
§§ las vesiculas marcadas con LAMP-1 para las
§§ 40 lineas celulares de la Figura 70, tras el
° = tratamiento combinado de cisplatino vy
ERPT) concanamicina A. Se ha utilizado el test t de
3’: e Student de muestras desapareadas para
¥ comparar ambos valores. ****: p < 0.0001. Las

U208 U208

SHA MBXWT A barras de error representan la desviacion

estandar (n=3).

En conjunto, hemos demostrado que SCF(FBXW?7) interviene en el mantenimiento
basal de los niveles de las proteinas del complejo MRN a través de su ubicuitilacién y
degradacion lisosomal mediada por p62/LC3. Esta degradacion incrementa tras
someter las células a dafios genotdxicos capaces de inducir apoptosis, lo que sugiere
que la degradacién del complejo MRN podria ser un evento mas de los que tienen
lugar cuando las células entran en muerte celular.
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3. Efecto de la sobreexpresion de BTrCP en condiciones de senescencia.

Estudiando el efecto del dafio en el ADN sobre el complejo MRN, cultivamos las
células U20S y U20S::HA [STrCP con diferentes dosis de cisplatino durante varios dias
para ver si se producian cambios en la estabilidad de las proteinas del complejo.
Aunque no llegamos a apreciar diferencias en la cantidad de estas proteinas, si
observamos que a dosis bajas de cisplatino el comportamiento de ambas lineas
celulares era diferente. Las células U20S habian dejado de proliferar y aumentado
notablemente su tamafio, presentando un aspecto mucho mds aplanado, mientras que
las células U20S::HA BTrCP no sélo no tenian este aspecto sino que ademas habian
reducido su numero drasticamente. Para confirmar estas observaciones, los ensayos se
realizaron en las lineas A549 y A549::HA STrCP repitiéndose el mismo fenémeno. El
cambio fenotipico observado en las lineas U20S y A549 parecia corresponderse con la
induccién de senescencia celular.

Como ya mencionamos en la Introduccion, la senescencia es un estado de parada
proliferativa normalmente irreversible que evita la multiplicacion de las células
sometidas a diversas formas de estrés. Entre ellas, cabe destacar el acortamiento de
los telomeros, el dafio en el ADN, el estrés oxidativo, ciertas disfunciones metabdlicas
o la activacién de oncogenes (Hernandez-Segura et al, 2018; Gorgoulis et al, 2019).
Cuando las células entran en senescencia, adquieren unos rasgos fenotipicos
caracteristicos, como el aumento de su tamafio, el aplanamiento celular o la
acumulacion de la enzima B-galactosidasa lisosomal. Esta ultima propiedad permite la
identificacidon de las células senescentes de manera sencilla a través de una tincidn
convencional. Asimismo, estas células presentan cambios a nivel de expresion génica,
destacando una mayor expresion de ciertos genes supresores de tumores y una menor
expresion de los genes que promueven el avance del ciclo y la proliferacién celular
(Campisi & D’Adda Di Fagagna, 2007).

Otro rasgo propio de las células senescentes es el llamado fenotipo secretor
asociado a la senescencia (SASP, del inglés senescence-associated secretory
phenotype), que consiste en la produccién y liberacion al medio extracelular de ciertas
moléculas bioactivas, como citoquinas proinflamatorias, quimioquinas, factores de
crecimiento o enzimas capaces de remodelar la matriz extracelular (Kuilman et al,
2008). En la activacion del SASP intervienen numerosas rutas entre las que destaca el
factor de transcripciéon NF-kB, o la sefializacién mediada por mTOR (Chien et al, 2011,
Herranz et al, 2015; Laberge et al, 2015; Ohanna et al, 2011). Las moléculas secretadas
actian de manera autocrina y paracrina sobre las células del microambiente del tejido
circundante. Algunos de los factores secretados pueden promover el mantenimiento
de la parada proliferativa de las células senescentes, lo que hace que estas células
exhiban una funcién supresora de tumores (Kuilman et al, 2008; Acosta et al, 2008).
Ademas, ciertas moléculas contribuyen a procesos tan importantes como el desarrollo
embrionario, la remodelacién y reparacion de los tejidos o a mejorar determinadas
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funciones del sistema inmune (Chang et al, 2016; Demaria et al, 2014; Adams, 2009).
Sin embargo, dependiendo del contexto las células senescentes también pueden
promover la transformacidon tumoral por medio de determinados componentes del
SASP, al proveer a las células del entorno de moléculas capaces de estimular la
proliferaciéon celular, la evasion de la apoptosis o aumentar la capacidad invasiva, entre
otras propiedades (Faget et al, 2019; He & Sharpless, 2017; Lee & Schmitt, 2019; Wang
et al, 2020a).

Los estimulos que hemos citado anteriormente capaces de provocar senescencia
pueden dar lugar a diferentes formas de senescencia, dependiendo también del tipo
celular. La primera vez que se describié este fendmeno fue en cultivos de fibroblastos
humanos, que detenian su proliferacién tras alcanzar el nimero maximo de divisiones
posibles. Esto era debido al acortamiento de los teld6meros que tiene lugar tras cada
division, lo que induce la denominada senescencia replicativa. Cuando los teldmeros
alcanzan una longitud minima, son reconocidos por la célula como dafio en el ADN. Se
activa entonces la respuesta a los dafios en el ADN, mediada por las quinasas ATM y
ATR. Como ya hemos descrito, estas quinasas activan a sus proteinas efectoras CHK2 y
CHK1, respectivamente, que a su vez facilitan la estabilizacidn y activacién de p53. Esta
proteina promueve la expresion del inhibidor de las CDKs p21 CIP1, que favorece el
bloqueo del ciclo celular. En paralelo, se expresan otros dos supresores tumorales de
gran importancia en senescencia: p14 ARF, que promueve la degradacién de MDM2, lo
que estimula mas aun la via p53/p21 CIP1; y p16 INK4A, que bloquea a CDK4 y CDK®6.
La inhibicion de estas CDKs junto a la inhibicién que promueve p21 CIP1 inducen la
activacion de otro supresor tumoral, RB1, que se encarga de bloquear a los factores de
transcripcion de la familia E2F, favoreciendo la parada permanente del ciclo celular
(Figura 64) (D’Adda Di Fagagna, 2008; D’Adda Di Fagagna et al, 2004).
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Figura 64. Mecanismos moleculares de la induccidon de senescencia. La senescencia puede derivar de
multiples formas de estrés celular y disfunciones tanto de origen natural como artificial. Estas provocan
la activacidn de las rutas de p53/p21 CIP1, p14 ARF y p16 INK4A, las cuales inhiben las CDKs, activan al
supresor tumoral RB1 y finalmente provocan la parada del ciclo celular. Entre los cambios fenotipicos
caracteristicos de las células senescentes se encuentra el desarrollo del fenotipo secretor asociado a la
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senescencia (SASP), mediante el cual la célula senescente libera al entorno moléculas bioactivas
(enzimas, factores de crecimiento, citoquinas...) que afectan a las células del microambiente. Figura
modificada a partir de Cianflone et al, 2020.

Cuando se produce un dafo prolongado en el ADN o una situacién de estrés
oxidativo se puede desencadenar senescencia inducida por estrés. Estas situaciones
provocan la activacion de p53, que a su vez induce la expresion de p21 CIP1, lo que
deriva en una parada temporal del ciclo celular o en la induccion de apoptosis si el
dano es demasiado importante. En el caso del estrés oxidativo, en la activacidon de p53
y p21 CIP1 interviene ademas p38 MAPK. Si durante la parada temporal del ciclo
celular no se pueden solucionar los dafos producidos, el bloqueo del ciclo se hace
permanente y la célula entra en senescencia por medio de la activacion de p16 INK4A,
segun lo descrito anteriormente (Passos et al, 2010).

Por otra parte, también se puede inducir senescencia por la expresién de
determinados oncogenes, actuando, por tanto, de freno en las fases iniciales de la
transformacién tumoral. El paradigma de este tipo de senescencia lo constituye la
sobreexpresion de la forma oncogénica H-RASY!? (Serrano et al, 1997). Entre los
efectos derivados de la activacidon de este oncogén estd la produccidon de aberraciones
durante la replicacion del ADN que propician la aparicién de DSBs. También se
estimula la produccidon de especies reactivas de oxigeno con el subsecuente efecto
nocivo sobre el material genético (DiMauro & David, 2010). Estos efectos, entre otros,
impulsan la entrada en senescencia.

Por ultimo, senalar que la senescencia también puede ocurrir como consecuencia
de la pérdida de la expresidon de determinados supresores tumorales, como RB1 o
PTEN (Shamma et al, 2009).

Durante mucho tiempo, la senescencia celular se ha considerado un mecanismo de
proteccion contra la progresién tumoral, ya que frenaria la proliferacion de las células
cancerosas. De hecho, la mayoria de los estimulos que son capaces de inducir
senescencia se asocian con las células tumorales debido al daifo en el ADN causado por
la hiperproliferacion aberrante o por el efecto de ciertos tratamientos de
quimioterapia o radioterapia. Asi, existen ejemplos en los que la induccién de
senescencia en las células tumorales trae consigo efectos beneficiosos al limitar la
progresion tumoral (Lee & Schmitt, 2019; He & Sharpless, 2017; Kowald et al, 2020).
Sin embargo, también existen evidencias de que las células senescentes son capaces
de estimular el desarrollo de los tumores (Kowald et al, 2020; Wang et al, 2020a). En
estos casos, el SASP tiene un papel esencial, como mencionamos anteriormente.
Ademds, en ciertas ocasiones las células cancerosas pueden entrar en senescencia de
manera transitoria, retomando la proliferacion posteriormente. Este fendmeno es
especialmente relevante tras un tratamiento antitumoral. En estas circunstancias, la
entrada en senescencia proporcionaria una via para evadir el efecto del tratamiento
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sobre las células tumorales proliferantes, constituyendo por ello una forma de
resistencia que facilitaria la recurrencia de la enfermedad (de Blander et al, 2021;
Elmore et al, 2005). Independientemente de esto, la senescencia también estd
implicada en el envejecimiento y otros procesos naturales.

Dada la importancia de la senescencia en la persistencia de las células tumorales en
los tejidos, y el efecto observado por la sobreexpresion de HA STrCP, decidimos
adentrarnos, aunque sélo fuera superficialmente, en el estudio de la senescencia
celular. Queriamos averiguar el papel de la sobreexpresion de HA STrCP en células
tratadas con dosis subletales de cisplatino como modelo de lo que podria ocurrir en los
tejidos de los pacientes trascurrido un tiempo tras el tratamiento con este
quimioterapico.

En primer lugar, comprobamos que la diferencia en el nidmero de células
observada en los experimentos preliminares entre las lineas U20S y U20S::HA [STrCP
tras dosis bajas de cisplatino no se debia a una diferencia en el ritmo de crecimiento
normal de ambas lineas. Con este fin, cultivamos el mismo nimero de células de las
dos lineas y seguimos su proliferacién a lo largo del tiempo. El recuento del nimero de
células nos permitid comprobar que ambas lineas evolucionaban de manera muy
similar en condiciones normales de crecimiento (Figura 65).
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Figura 65. La sobreexpresion de HA BTrCP no afecta al ritmo de proliferacién celular en condiciones
normales. Se cultivaron 200.000 células de cada linea celular en paralelo y, cada 24h, se recolectaron y
contabilizaron. Los recuentos diarios de ambas lineas se compararon entre si con el test t de Student de
muestras desapareadas, comprobando que no existian diferencias significativas. Las barras de error
representan la desviacion estandar (n=3).

Posteriormente, determinamos la dosis de cisplatino mas adecuada para inducir
senescencia. Cultivamos las células U20S en presencia de dosis crecientes de cisplatino
de 1a 10 uM y observamos al microscopio los cambios morfolégicos que tenian lugar a
lo largo del tiempo. Elegimos 5 uM como dosis de trabajo, ya que inducia eficazmente
senescencia sobre la practica totalidad de la poblacién celular a partir del tercer dia de
cultivo. Esta dosis de cisplatino también provocé senescencia en A549, incluso a partir
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del segundo dia. Confirmamos la induccién de senescencia detectando la actividad [3-
galactosidasa lisosomal de células tratadas o no con 5 uM de cisplatino, segun el
protocolo descrito en Materiales y Métodos. En A549 observamos que efectivamente
tras 2 dias de tratamiento las células presentaban un notable marcaje azul en
comparacion con el control, lo que certifica la induccién de senescencia a la dosis de
cisplatino utilizada (Figura 66). Resultados similares se obtuvieron en U20S (no
mostrado).

Control Cis (5 uM, 2 dias)

A549

Figura 66. El tratamiento con 5 uM de cisplatino induce senescencia celular, de acuerdo con la
actividad f3-galactosidasa lisosomal. Se cultivdé el mismo niimero de células para las dos condiciones del
experimento. La adicién del cisplatino al medio de cultivo se realizé cuando las células aun estaban
solubles. Pasados 2 dias, se realizd la tincidn en ambas condiciones a la vez. Las imdagenes fueron
tomadas con un objetivo de 10X. El ensayo se realizé por duplicado.

Una vez establecidas las condiciones de estudio, analizamos el comportamiento de
U20S y U20S::HA [TrCP en presencia de 5 uM de cisplatino durante 7 dias de
tratamiento. El recuento del nimero de células dia tras dia mostré que la linea U20S
dejaba de proliferar, mientras que la linea U20S::HA pBTrCP no solo dejaba de
proliferar, sino que a partir del cuarto dia reducia su numero de células
sustancialmente (Figura 67A). Analizando en Western-blot marcadores de senescencia,
comprobamos que en la linea silvestre se producia una acumulacion de p53 a partir del
primer dia, alcanzando su maximo al segundo dia y se mantenia asi hasta el séptimo
dia analizado. p21 CIP1, por su parte, tenia un retraso de 24 h respecto a p53, pero
también se mantenia hasta el séptimo dia. Como se esperaba, este resultado parece
reflejar dafios en el ADN por el incremento de p53 y parada del ciclo celular por la
acumulacion de p21 CIP1. En cambio, en la linea que sobreexpresa HA STrCP, el pico
de p53 también se producia al segundo dia, pero a partir del tercer dia iba
disminuyendo progresivamente. p21 CIP1, sin embargo, nunca alcanzé los niveles de la
linea silvestre y también fue disminuyendo (Figura 67B). No obstante, estas caidas en
los niveles de p53 y p21 CIP1 son, al menos en parte, reflejo de la falta de proteinas de
los extractos analizados derivada de la muerte celular. Estos datos sugieren que la
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sobreexpresion de HA STrCP provoca que, pese a la presencia de dafios subletales en
el ADN, los niveles de p21 CIP1 sean bajos, lo que probablemente impida una parada
eficaz del ciclo, desembocando en la muerte celular.
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Figura 67. La sobreexpresion de HA STrCP provoca una reduccion en el numero de células que va
acompanada de un menor nivel de p21 CIP1 en condiciones de senescencia. (A) Se cultivaron 425.000
células de cada linea celular en paralelo y se afiadio cisplatino al medio de cultivo cuando aln estaban
solubles. Cada 24h, las células se recolectaron y contabilizaron. Los recuentos diarios de ambas lineas se
compararon entre si con el test t de Student de muestras desapareadas. **: p < 0.01, ***: p < 0.001. Las
barras de error representan la desviacién estandar (n=3). (B) Las células se trataron como en A, se
prepararon extractos totales y se analizaron mediante Western-blot las proteinas indicadas.

Tras constatar el efecto descrito, quisimos averiguar si la muerte celular ocurria
una vez que la linea habia entrado en senescencia o no lograba alcanzar ese estado al
tener una cantidad reducida de p21 CIP1. Para ello, al igual que antes, tratamos las
células silvestres y transducidas con 5 uM de cisplatino y analizamos la actividad B-
galactosidasa a lo largo de los 7 dias del ensayo. Como podemos ver en la Figura 68,
ambas lineas muestran el marcaje azul propio de la senescencia celular, que se va
intensificando y generalizando a medida que pasan los dias. Sin embargo, en la linea
silvestre las células van aumentando su tamafio y se van aplanando, mientras que las
que sobreexpresan HA STrCP van desapareciendo. Este resultado nos estaria indicando
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gue en ambos casos las células entran en senescencia pero que las que sobreexpresan
HA BTrCP acaban muriendo.
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Figura 68. La sobreexpresion de HA STrCP trae consigo una reducciéon en el numero de células
posterior a la entrada en senescencia. Se cultivd el mismo nimero de células para cada una de las
condiciones del experimento. La adicion del cisplatino al medio de cultivo se realizé cuando las células
aun estaban solubles. A partir del segundo dia de tratamiento, las tinciones se realizaron en ambas
lineas celulares a la vez. Las imagenes fueron tomadas con un objetivo de 10X. El ensayo se realizd por
duplicado.

Esta diferencia en el comportamiento de las lineas silvestres y transducidas con HA
PTrCP no sélo se observé en los ensayos de induccion de senescencia con cisplatino.
También obtuvimos resultados similares al someter las células a senescencia oxidativa
inducida por H;0,. En estos ensayos tratamos las lineas celulares durante 2 h con dosis
subletales de H,0; y, pasados 3 dias desde el tratamiento, cuantificamos el nimero de
células en cada caso. En paralelo, hicimos recuento de los cultivos de las lineas
celulares sin tratar, como control de proliferacién. En la Figura 69 observamos que las
lineas que sobreexpresan HA [TrCP presentan un numero de células significativamente
menor al de la correspondiente linea silvestre cuando son tratadas con H;0;. Estos
resultados evidencian que la sobreexpresién de HA STrCP también induce la muerte
celular en células sometidas a estrés oxidativo.
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Figura 69. Las lineas celulares que sobreexpresan HA BTrCP reducen su niimero de células también en
condiciones de senescencia oxidativa. Los ensayos se realizaron en las lineas (A) U20S y U20S::HA
PTrCP, (B) A549 y A549::HA [TrCP y (C) HT1376 y HT1376::HA STrCP. En cada caso, se cultivé el mismo
nuamero de células de la linea silvestre y su equivalente transducida, tanto en la condicién control como
en la tratada con H:0.. El tratamiento se realizd6 24h tras la siembra. Los recuentos de las lineas
silvestres y transducidas tras el tratamiento se compararon entre si con el test t de Student de muestras
desapareadas. **: p <0.01, ***: p <0.001. Las barras de error representan la desviacion estandar (n=3).

Para averiguar si la sobreexpresion de HA STrCP tenia un papel en la estabilidad de
p21 CIP1, ya sea directa o indirectamente, decidimos en primer lugar tratar las células
A549 y A549::HA [TrCP con 5 uM de cisplatino para inducir senescencia, y después
bloquear las dos principales rutas de degradacidon de proteinas 24 h antes de la
recogida. Estas rutas, como ya describimos en la Introduccidn, pueden ser la via del
proteasoma o la via de la autofagia/lisosoma (Schreiber & Peter, 2014; Kirkin et al,
2009a). Asi, utilizamos NH4Cl como inhibidor de la autofagia y MG132 como inhibidor
del proteasoma. En la Figura 70A se muestra que el tratamiento con NH4Cl no facilitd
la acumulacién de p21 CIP1 en A549::HA [TrCP. Sin embargo, el tratamiento con
MG132 si lo logré en gran medida. En la Figura 70B se comparan ambas lineas en
condiciones de senescencia y tras el tratamiento Unicamente con MG132 durante las 3
h previas a la recogida. Estos resultados indican que en la linea A549::HA [STrCP se estd
produciendo una degradacion activa de una proteina via proteasoma, que trae consigo
una disminucién de p21 CIP1, sea el propio p21 CIP1 o alguna proteina implicada en su
regulacién.
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Figura 70. El bloqueo de la via del proteasoma produce una acumulacién de p21 CIP1 en condiciones
de senescencia en la linea que sobreexpresa HA BTrCP. En ambos ensayos se cultivé el mismo nimero
de células en cada una de las condiciones experimentales. La adicidn del cisplatino al medio de cultivo
se realizd cuando las células aun estaban solubles. (A) Las lineas celulares recibieron los tratamientos
indicados tras la induccion de senescencia con cisplatino. Posteriormente, se prepararon extractos
totales y se analizaron las proteinas indicadas mediante Western-blot. (B) Como en A, pero modificando
el tiempo de MG132. Los ensayos se realizaron por duplicado. *: banda inespecifica.

Por ultimo, para confirmar que en esta degradacion intervenia HA pTrCP,
redujimos los niveles de esta proteina F-box en las células A549::HA [STrCP mediante
silenciamiento génico transitorio utilizando para ello un siRNA especifico contra HA
PTrCP. Las células interferidas fueron sometidas a senescencia en las condiciones
habituales y comprobamos que el silenciamiento de HA STrCP permitia la acumulacion
de p21 CIP1. Sin embargo, esto no ocurria al utilizarse un siRNA no relacionado (Figura
71). Por tanto, en condiciones de senescencia la sobreexpresidn de HA [STrCP estaria
provocando la desestabilizacién de p21 CIP1, o de alguna proteina que interviene en su
regulacién, que se degradaria a través del proteasoma.
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En conjunto, estos resultados sugieren que la muerte de las células senescentes
causada por la sobreexpresion de HA STrCP se debe a la desestabilizacion de p21 CIP1.

siRNA HA STrcP
siRNA EGFP
Cis (5 pM, 48h)
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Figura 71. El silenciamiento génico
transitorio de HA [TrCP permite una
acumulacion de p21 CIP1 en condiciones
de senescencia. Las células A549::HA STrCP
fueron interferidas con los siRNAs
indicados. Pasadas 48h, las células fueron
levantadas, contabilizadas y se sembraron
cantidades equivalentes para el
tratamiento con cisplatino. Este fdrmaco se
afiadié al medio de cultivo cuando las
células aun estaban solubles. Tras otras
48h, las células fueron recogidas, se
prepararon extractos totales y se
analizaron mediante Western-blot las
proteinas sefialadas. El ensayo se realizd
por duplicado.

Sin embargo, se requieren mas experimentos para confirmar esta hipdtesis.
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1. El complejo MRN, un nuevo sustrato de las ligasas de ubicuitina
SCF(BTrCP) y SCF(FBXW?7).

La degradacién de proteinas cumple multitud de funciones bioldgicas en la célula,
desde el reciclaje de proteinas plegadas de manera errdnea, la eliminacion de aquellas
gue ya no resultan utiles o estdn dafiadas, o el control de la cantidad de sustratos
especificos, permitiendo asi, por citar algin ejemplo, el correcto avance del ciclo o la
division celulares. Al ser un fenédmeno tan importante en el mantenimiento de la
homeostasis celular, la desregulaciéon de la estabilidad de las proteinas puede alterar
dramaticamente la maquinaria de la célula, jugando asi un papel clave en la aparicién y
desarrollo de diversos procesos patolégicos, entre ellos el cancer. Por tanto, resulta
fundamental comprender los mecanismos moleculares que rigen la ubicuitilacién de
proteinas y su posterior degradacién. Entre los actores principales del proceso de
ubicuitilacién destacan las enzimas E3 o ligasas de ubicuitina, que acoplan la molécula
de ubicuitina al sustrato especifico objeto de la reaccidn. En nuestro grupo de
investigacion estudiamos una E3 de tipo culina-RING: el complejo SCF. En particular,
nos centramos en aquellos complejos SCF que poseen como proteina F-box BTrCP y
FBXW7, dos de las proteinas de su clase mejor caracterizadas, con el objetivo de
encontrar nuevos sustratos que puedan ser relevantes en la biologia de la célula
cancerosa. En concreto, en esta Tesis nos hemos ocupado del estudio del complejo
formado por las proteinas MRE11, RAD50 y NBS1, como potencial nuevo sustrato de
las ligasas de ubicuitina SCF(BTrCP) y SCF(FBXW?7). Asi, en esta primera seccién de la
Discusion abordaremos los aspectos esenciales de las interacciones observadas entre
las proteinas F-box BTrCP y FBXW?7 y el complejo MRN.

Nuestro estudio sobre estas asociaciones tuvo su origen, como ya se ha
mencionado en los Resultados, en ensayos previos en los que se analizaron las
proteinas asociadas a HA BTrCP y Flag FBXW7 por espectrometria de masas en
tandem. Entre las proteinas identificadas en la inmunoprecipitacion de HA BTrCP se
detectaron dos de las proteinas del complejo, RAD50 y NBS1 (Herrero-Ruiz, 2015),
mientras que en la inmunoprecipitacion de Flag FBXW?7 sélo se identifico a MRE11
como miembro del complejo MRN (Giraldez, 2014). En la literatura también se han
publicado estudios en los que identifican componentes del complejo MRN en los
analisis protedmicos de inmunoprecipitados de estas proteinas F-box. Concretamente,
se ha identificado a MRE11 en inmunoprecipitados de Flag-HA BTrCP (Magliozzi et al,
2015), y a NBS1 en ensayos en los que inmunoprecipitan Flag FBXW7a o la proteina
FBXW7a. endégena (Hanle-Kreidler et al, 2022; Arabi et al, 2012). Estos datos avalan
nuestros resultados de espectrometria de masas, aunque no detecten exactamente los
mismos componentes del complejo MRN. Hay que sefialar que Magliozzi vy
colaboradores estudian BTrCP2, mientras que nosotros estudiamos BTrCP1, aunque
ambas isoformas pueden compartir sustratos al presentar funciones redundantes
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(Nakayama et al, 2003; Suzuki et al, 2000). En cualquier caso, estos autores sélo
identificaron las proteinas, sin llevar a cabo estudios adicionales.

La confirmacidon de que existia realmente una asociacidn in vivo entre BTrCP y
FBXW7 vy el complejo MRN la llevamos a cabo realizando ensayos de
inmunoprecipitaciéon tanto de las proteinas F-box como de las del complejo. Asi,
descubrimos que esta interaccidn es sélida, constante y repetitiva, y la encontramos
tanto al inmunoprecipitar las proteinas F-box en transfeccién transitoria, como al
inmunoprecipitar cada uno de los componentes enddgenos del complejo MRN de
manera individual. Ademas, y lo que es mas importante, también detectamos las
asociaciones inmunoprecipitando las proteinas F-box enddgenas, sin transfeccion. En
este caso no pudimos realizar las inmunoprecipitaciones inversas ya que no
disponemos de anticuerpos para las proteinas F-box que funcionen adecuadamente en
Western-blot. La deteccién de las asociaciones enddgenas es especialmente relevante
porque existen estudios que han detectado las interacciones utilizando
fundamentalmente técnicas de transfeccién, sin reproducirlas apenas en condiciones
endodgenas (Cheng et al, 2016; Ci et al, 2018; Cassavaugh et al, 2011).

A continuacion, nuestro interés se centrd en estudiar si las proteinas del complejo
MRN eran sustratos de las ligasas de ubicuitina, es decir, si SCF(BTrCP) y SCF(FBXW?7)
eran capaces de ubicuitilarlas. Tras realizar los pertinentes ensayos de ubicuitilacién in
vitro e in vivo pudimos comprobar que SCF(BTrCP) poliubicuitilaba in vitro a las 3
proteinas del complejo MRN, mientras que in vivo sélo pusimos de manifiesto la
ubicuitilacién de MRE11 mediante ubicuitinas unidas a través de la lisina 63. Por su
parte, SCF(FBXW7) poliubicuitilaba in vitro Unicamente a MRE11 e in vivo a las 3
proteinas del complejo mediante ubicuitinas unidas a través de la lisina 48. El posible
significado fisiolégico de estas poliubicuitilaciones lo abordaremos en la siguiente
seccidn de esta Discusion.

Los resultados obtenidos en ambos tipos de ensayos de ubicuitilacion, in vitro e in
vivo, no tienen por qué ser necesariamente equivalentes. Por lo general, los ensayos
de ubicuitilaciéon in vitro suelen aportar mas resultados positivos que los ensayos in
vivo, que dependen de factores propios del contexto celular. Asi, puede ocurrir que
una proteina se poliubicuitile in vitro, pero no in vivo. Esto podria indicar que dicha
proteina posee la secuencia aminoacidica necesaria para ser reconocida por la
proteina F-box en cuestidn, lo que permite que se poliubicuitile in vitro, pero que en la
célula no ocurre de manera natural, bien porque la proteina interaccione con otras
gue eviten el reconocimiento por parte de la proteina F-box, bien porque la proteina F-
box y la proteina potencialmente sustrato se encuentren en compartimentos celulares
diferentes, etc. Ademads, dada la complejidad de las redes celulares de sefalizacion y la
diversidad de estimulos a los que puede estar sometida la célula, también puede
ocurrir que esa poliubicuitilacion sdlo ocurra in vivo en respuesta a determinados
estimulos que la desencadenen, los cuales pueden no estar contemplados en los
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ensayos de ubicuitilacion in vivo. Por otra parte, también puede que una proteina sea
poliubicuitilada en los ensayos in vivo, pero no en los in vitro. Basandonos también en
la idea anterior, esto puede deberse a que el contexto fisioldgico de la célula aporte la
regulacion o sefializaciéon necesarias para que la poliubicuitilacién tenga lugar en el
ensayo in vivo, condiciones que pueden no tener los ensayos in vitro, en nuestro caso
los extractos de reticulocitos, pese a que estos extractos son bioquimicamente muy
activos. En nuestro estudio, el hecho de que estemos ante un complejo constituido por
tres proteinas distintas dificulta aun mas la obtencidn de resultados positivos en los
ensayos de ubicuitilacién in vitro, ya que podria ocurrir que la proteina F-box no se
asociase directamente a cada proteina del complejo. Si sélo se asociase a una de ellas,
pero poliubicuitilase a las tres, podriamos obtener resultados negativos en los ensayos
in vitro, pero positivos en los in vivo, ya que en los extractos de reticulocitos
empleados podria no haber suficiente cantidad del resto de las proteinas de complejo
al margen de la producida previamente por transcripcién-traduccidn in vitro. Esto
podria explicar por qué sélo vemos poliubicuitilacion de SCF(FBXW?7) in vitro sobre
MRE11, mientras que in vivo se observa sobre todos los componentes del complejo
MRN. En base a esto, concluimos que el complejo MRN interaccionaria con FBXW?7 a
través de MRE11.

En lo que respecta a BTrCP, teniendo en cuenta todo lo anterior, las tres proteinas
del complejo poseerian motivos para ser poliubicuitiladas in vitro por SCF(BTrCP). Sin
embargo, en las condiciones fisiolégicas ensayadas, Unicamente MRE11 actuaria como
sustrato in vivo de esta ligasa. RAD50 y NBS1 podrian no exponer los sitios de
poliubicuitilacién cuando forman el complejo o tenerlos modificados en las
condiciones analizadas. Quiza sea necesario algun estimulo para que los sitios sean
accesibles para su ubicuitilacidn, o cualquier otro motivo. Ademas, otros autores han
descrito la participacién de proteinas puente entre el complejo ligasa de ubicuitina y el
sustrato. Este seria el caso de la proteina NORE1A, que se une a BTrCP para promover
la interaccion y poliubicuitilacién de algunos sustratos especificos, como MDM2 o (-
catenina (Schmidt et al, 2016, 2014), o la proteina UBTD1, que se asocia a BTrCP y
promueve su interaccion con YAP y posterior poliubicuitilaciéon (Torrino et al, 2019).
Por tanto, los estudios de poliubicuitilacidn in vivo pueden resultar muy complejos.

El siguiente aspecto que abordamos, muy relacionado con el anterior, fue intentar
clarificar si la interaccidn entre las proteinas F-box y el complejo MRN estaba mediada
por una o varias proteinas del mismo. Con la informacidén obtenida en los ensayos de
ubicuitilacién no pudimos aclarar este extremo, por lo que decimos analizar in silico las
secuencias aminoacidicas de las tres proteinas para intentar encontrar motivos de
interaccion, o degrones, compatibles con las secuencias consenso publicadas y realizar
un analisis mutacional. Esta tarea no es nada simple, dada la flexibilidad en las
secuencias de los degrones caracterizados hasta el momento, que pueden alejarse
bastante de la considerada como estdndar o ser totalmente diferente a ella (Wang et
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al, 2014c; Yumimoto & Nakayama, 2020). Ademas, el hecho de que estemos
analizando la interaccién de dos proteinas F-box con un complejo heterohexamérico,
compuesto de dos subunidades de MRE11, dos de RAD50 y otras dos de NBS1, dificulta
aun mas la labor. Asi, BTrCP y FBXW?7 podrian asociarse a uno, a dos o a los tres
componentes del complejo, lo que complicaria el estudio mutacional para obtener
pérdida de interaccién con las proteinas F-box. Por ejemplo, si una de las proteinas F-
box se asocia a dos componentes del complejo, al mutar uno de ellos sélo se obtendria
una pérdida parcial de la interaccion, en el mejor de los casos. E Incluso aunque cada
proteina F-box se asocie Unicamente a un componente del complejo, seguiria siendo
dificil obtener una pérdida completa de la interaccidén, ya que, a pesar de que se
sobreexprese una forma mutante siempre podria formar dimero con la forma
endogena silvestre y asociarse a la proteina F-box. Si a todo esto afadimos la
posibilidad de que otras proteinas actien como intermediarias en las asociaciones y
gue estas no sean directas, el grado de dificultad es aun superior. No obstante, al
realizar este estudio confidbamos en poder distinguir cudndo una mutacién afecta a
las asociaciones y cuando no.

La metodologia de trabajo empleada para la identificacién y validacién de los
putativos degrones fue la misma para ambas proteinas F-box: identificar los motivos in
silico, mutar la treonina o serina potencialmente fosforilable y, si no se obtenia un
resultado favorable, ampliar el numero de mutaciones en el “degréon”. Empezamos
modificando Unicamente la primera serina o treonina del motivo porque las
interacciones entre BTrCP y FBXW?7 y sus sustratos dependen normalmente de
fosforilaciones en estos aminoacidos (Frescas & Pagano, 2008; Lau et al, 2012). Asi, si
no tenian lugar estas fosforilaciones, podriamos detectar pérdida o una menor
interaccidn entre las versiones mutantes generadas y las proteinas F-box en ensayos
de co-inmunoprecipitacion. Como no obtuvimos resultados concluyentes,
incrementamos el numero de mutaciones modificando los demds aminodcidos
fosforilables, e incluso los aminodcidos &cidos que pudieran actuar como
fosfomiméticos. Aun asi, sélo obtuvimos resultados favorables con el mutante MRE11
APBT, en un potencial degron para BTrCP. Este mutante perdia sustancialmente la
interaccién con BTrCP y afectaba de una manera importante a las asociaciones de
RAD50 y NBS1 con esta proteina F-box. Como la mutaciéon de MRE11 no afectaba a la
formacion del complejo MRN, podemos deducir que BTrCP se asocia in vivo al
complejo MRN a través de MRE11, aunque probablemente se requieran estudios con
proteinas purificadas para demostrar directamente que el motivo mutado es
responsable de la asociacion a BTrCP.

El potencial degrén de BTrCP identificado en MRE11 fue % DTGLETST ©%3, donde la
parte subrayada especifica la secuencia que se asemeja al motivo consenso para esta
proteina F-box: D-S-G-X;-3-S. Piscitello y colaboradores observaron, mediante analisis
in silico, que la treonina 597 de MRE11 era un residuo potencialmente fosforilable por
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p70S6K, al encontrarse dentro de una secuencia consenso para esta quinasa. En este
estudio, indican que la fosforilacion de MRE11 en dicho residuo provoca su
desestabilizacidn y degradacién (Piscitello et al, 2018), sin especificar qué mecanismos
participan en ello. Desafortunadamente, en nuestras condiciones y modelos de
estudio, no hemos podido observar esos cambios en la estabilidad de MRE11.

En RAD50 la secuencia mds parecida a un posible degron para BTrCP fue 78

ESAKVCLT 7%°, aunque se aleja bastante de la secuencia consenso. Por su parte, en
NBS1 el posible degrén identificado, 2’2 DTGITNS 278, fue similar al encontrado en
MRE11. No obstante, ni en el caso de RAD50 ni en el de NBS1 se obtuvieron resultados
de pérdida o reduccidn de la interaccién con BTrCP. El hecho de que ambas proteinas
del complejo de ubicuitilaran en los ensayos in vitro nos lleva a pensar que los
putativos sitios de interacciéon con BTrCP en estas proteinas podrian no seguir la
secuencia consenso descrita.

En lo que se refiere a los mutantes en los posibles degrones para FBXW7, no
obtuvimos ningln resultado positivo. De hecho, en la secuencia aminoacidica de
MRE11 ni siquiera llegamos a identificar un potencial degrén para esta proteina F-box.
Si pensamos, como sefialamos anteriormente, que SCF(FBXW7) podria asociarse al
complejo MRN a través de MRE11, es muy posible que esta proteina presente un
motivo de interaccion no consenso, como se ha descrito en tantos otros sustratos
(Yumimoto & Nakayama, 2020). Por su parte, los motivos identificados en RAD50 vy
NBS1 tampoco arrojaron resultados positivos. Si la parte central del motivo consenso
habitual para FBXW7, también denominado CPD, es S/T-P-P-X-S/T (asumiendo una
region previa de aminodcidos hidrofébicos), vemos que las secuencias identificadas
tanto en RAD50, °2 VSPLETT %8 como en NBS1, 337 TPGPSLS 343, se alejan del
consenso. Sin embargo, en relacidn con este ultimo caso, se ha publicado que la
proteina LSD1 interacciona con FBXW?7 a través de un CPD conservado entre diferentes
especies, que posee la secuencia exacta del motivo que identificamos en NBS1: TPGPS
(Lan et al, 2019). No obstante, aunque la secuencia sea la misma, no necesariamente
tiene que haber interaccion entre FBXW7 y NBS1, ya que puede que esta secuencia ni
siquiera sea accesible para FBXW7 en la conformacidn que presente en NBS1, o
simplemente porque no se dé la regulacidn especifica que permita dicha asociacién en
la célula. Por otro lado, junto al putativo CPD de NBS1 se encuentra la serina 343, la
cual es fosforilada por la quinasa ATM en respuesta a dafios en el ADN (Lim et al, 2000;
Gatei et al, 2000). Los ensayos de pérdida de interaccion con las proteinas F-box se
realizaron en condiciones normales de crecimiento en cultivo, pero no tras someter a
las células a estrés genotodxico, por lo que es muy probable que la fosforilacién de este
aminodcido no estuviera ocurriendo en esas condiciones. Por tanto, cabe la posibilidad
de que tras dafios en el ADN si hubiera resultados interesantes.

Los degrones reconocidos por las proteinas F-box de nuestro estudio son
realmente fosfodegrones, ya que normalmente se requiere que el motivo esté
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fosforilado en residuos especificos para que pueda darse el reconocimiento. Por ello,
creimos importante intentar averiguar qué quinasa(s) podia(n) ser las responsables de
tales fosforilaciones. Centramos nuestra atencidn especialmente en la quinasa GSK3 ya
que esta es la quinasa que media gran parte de las interacciones entre SCF(BTrCP) y
SCF(FBXW?7) y sus sustratos (Robertson et al, 2018; Heo et al, 2016). GSK3 interviene
en multiples rutas de sefializacién intracelulares, como la via WNT/B-catenina, NOTCH,
Hedgehog o de receptores acoplados a proteinas G. Se trata de una quinasa que suele
estar activa en células sin estimular y su regulacidon se basa en el descenso de su
actividad quinasa (Sutherland, 2011; Frame & Cohen, 2001; Kim et al, 2011b). Asi,
existen diferentes mecanismos que la regulan, como pueden ser ciertas modificaciones
post-traduccionales como las fosforilaciones con funcion inhibitoria, aunque otras son
necesarias para su actividad catalitica, o las acetilaciones (Sutherland et al, 1993;
Sundaresan et al, 2015; Cole et al, 2004). Ademas, también puede regularse por medio
de la desestructuracién de ciertos complejos de los que forma parte, como el complejo
encargado de la degradacion de 3-catenina (MacDonald et al, 2009). GSK3 reconoce y
fosforila serinas o treoninas que se encuentran en el siguiente motivo general: S/T*-Xs.
4-S/T**_ En concreto, fosforila el residuo marcado con un sélo asterisco, que constituye
la fosforilacion reguladora de la interaccion entre los sustratos y la proteina F-box (Fiol
et al, 1990). Sin embargo, para que tenga lugar esta fosforilacidn, suele ser necesario
que con anterioridad ocurra una fosforilacion cebadora en el residuo marcado con dos
asteriscos, y esta fosforilacion previa suele depender de otra quinasa distinta a GSK3.
De este modo, dependiendo del sustrato especifico, la fosforilacién cebadora puede
ser llevada a cabo por una quinasa u otra. Por ejemplo, la quinasa CK1 realiza la
fosforilacion cebadora de sustratos como APC, 3-catenina o MDM2 (Ferrarese et al,
2007; Kulikov et al, 2005; Liu et al, 2002), mientras que CDK5 la realiza en sustratos
como CLASP2, CRMP1 o CRMP2 (Watanabe et al, 2009b; Cole et al, 2006), por citar
algunos ejemplos.

Si comparamos la secuencia reconocida por GSK3, S/T*-X3.4-S/T**, con la secuencia
del fosfodegrén reconocido por BTrCP, D-S*-G-X»3-S**, comprobamos que se
asemejan bastante. El aminodcido fosforilable por GSK3 seria la primera serina (o
treonina) localizada en N-terminal del fosfodegrén, marcada con un asterisco,
mientras que la siguiente serina/treonina, localizada en el extremo C-terminal,
presentaria la fosforilacién cebadora que llevaria a cabo otra quinasa. Observando la
secuencia del fosfodegrén para BTrCP identificado en MRE11, >% DT*GLET**ST 6%,
vemos que también presenta un patrén que podria ser reconocido por GSK3,
participando en la fosforilacion de la treonina marcada con un solo asterisco.
Independientemente de cudl fuese la quinasa que realizase la fosforilacidn cebadora,
resulta evidente que la inhibicion de GSK3 impediria que tuviera lugar la fosforilacion
reguladora del reconocimiento por la proteina F-box y, por tanto, deberia romper la
interaccidn entre esta y el sustrato. Esto nos llevd a analizar si la inhibicién quimica de
GSK3 con CHIR-99021 seria capaz de afectar a la asociacion entre BTrCP y el complejo
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MRN. Comprobamos que el tratamiento, efectivamente, reducia de manera
considerable esta interaccion, lo que refleja que GSK3 estd interviniendo en la
asociacién, como ocurre con otros sustratos de SCF(BTrCP).

También estudiamos la posible participacidn de la quinasa p70S6K en la interaccion
entre BTrCP y el complejo MRN ya que, como mencionamos anteriormente, esta
quinasa fosforila el residuo T597 de MRE11 (Piscitello et al, 2018), que se encuentra en
el fosfodegrén identificado (°°® DT*GLETST ©%). En ese estudio, comprobaron que
p70S6K fosforilaba a MRE11 mediante ensayos quinasa in vitro utilizando la quinasa
recombinante, y posteriormente detectaron por espectrometria de masas que la
fosforilacion tenia lugar fundamentalmente en el residuo T597. Aunque no llegaron a
comprobar que esa fosforilacién también tenia lugar in vivo, si que mostraron que el
cambio de la treonina 597 por alanina hacia que MRE11 fuera mds estable que su
equivalente silvestre. Ademas, el tratamiento con PF-4708671, un inhibidor de p70S6kK,
también provocaba una acumulacion de MRE11 (Piscitello et al, 2018). Basandose en
estos resultados, y en ciertos datos de un estudio previo que apuntan en la misma
direccién (Liu et al, 2015), concluyen que la fosforilacién de MRE11 en la treonina 597
debida a p70S6K promueve la degradacién de la proteina. Dado que este residuo se
encuentra en el degron que hemos identificado para BTrCP, cabe pensar que esta
proteina F-box podria intervenir en el proceso descrito. Sin embargo, como ya
mencionamos, en nuestros modelos y condiciones celulares no hemos detectado
cambios de estabilidad en MRE11 asociados a la mutacién de la treonina 597, ni
tampoco a la sobreexpresion de STrCP, lo que no descarta que puedan tener lugar
bajo otras condiciones experimentales.

p70S6K es una de las isoformas de la quinasa S6K1, que pertenece a su vez a la
familia de proteinas S6Ks. Se trata de quinasas de serina/treonina que participan en la
regulacién de procesos celulares tales como el crecimiento, la supervivencia o el
metabolismo (Pearce et al, 2010). Estas quinasas actuan como efectoras de la via
mTOR, que juega un papel clave en la regulacién de su actividad. La activacidn de
p70S6K depende de una serie de fosforilaciones iniciales que permiten que se exponga
una region interna de la proteina, donde, a continuacion, fosforilard mTOR seguido por
otras quinasas, culminando con la activacién de la quinasa p70S6K (Burnett et al,
1998a, 1998b; Magnuson et al, 2012; Pullen et al, 1998). Otro tipo de modificaciones
post-traduccionales también pueden regular su actividad. Asi, su acetilacion bloquea la
fosforilacién llevada a cabo por mTOR, evitando con ello su activacion (Hong et al,
2014). p70S6K reconoce el motivo R-X-R-X2-S/T*, fosforilando la serina o treonina
marcada con el asterisco (Fenton & Gout, 2011). Si analizamos la regién previa a la
secuencia del fosfodegrén para BTrCP identificado en MRE11, nos encontramos la
siguiente secuencia: >*° SQRGRADT*GLETST % (el fosfodegrén esta subrayado). Vemos
que la regién marcada en cursiva coincide perfectamente con el motivo reconocible
por p70S6K, y el residuo de treonina que fosforilaria, el T597, marcado con un
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asterisco, esta dentro de la secuencia del fosfodegrén. Con esta informacion y con los
datos publicados en la literatura, nos preguntamos si la inhibicién de esta quinasa
impediria la fosforilacién responsable del reconocimiento de MRE11 por parte
de BTrCP. Y efectivamente, utilizando PF-4708671, el inhibidor quimico de p70S6K,
comprobamos que la asociacién entre esta proteina F-box y el complejo MRN se veia
afectada.

En resumen, tanto GSK3 como p70S6K podrian mediar en la interaccidon entre
SCF(BTrCP) y el complejo MRN, probablemente mostrando cada quinasa una mayor
actividad en una situacién fisiolégica diferente. Ademas, existe una relacion directa
entre ambas quinasas, ya que se ha publicado que GSK3 puede regular positivamente
la actividad de p70S6K por medio de fosforilaciones en residuos especificos (Shin et al,
2011), mientras que p70S6K es capaz de fosforilar e inhibir a GSK3 en determinadas
circunstancias y modelos celulares (Zhang et al, 2006). Sin embargo, como mostramos
en los Resultados, las pérdidas de interaccién detectadas en los ensayos en presencia
de los inhibidores de las quinasas no fueron generalmente completas. Esto podria
deberse a que en la célula existen otras quinasas que podrian tomar el relevo de la
quinasa inhibida. Sin ir mas lejos, GSK3 y p70S6K fosforilan en el mismo residuo de
MRE11 con lo que, en circunstancias determinadas, una podria suplir a la otra. Quiza el
tratamiento simultdneo con ambos inhibidores podria impedir mas claramente la
interaccion entre BTrCP y MRE11l. Aparte de esto, habria que considerar otras
cuestiones menos fisiolédgicas como el hecho de que los inhibidores o las
concentraciones empleadas no sean lo suficientemente eficaces.

Finalmente, comparando la secuencia que reconoce GSK3 en sus sustratos, S/T*-
X3.4-S/T**, con la regién central del motivo consenso para FBXW7, S/T*-P-P-X-S/T**,
podemos también observar una clara similitud entre ambas. De hecho, los posibles
degrones que identificamos en RAD50 y NBS1 para FBXW?7 presentan una estructura
gue podria ser reconocida y fosforilada por GSK3, si bien es cierto que la mutacion de
estos no aportd pérdidas de interaccion con la proteina F-box. Pese a ello, verificamos
también en este caso que la inhibicion de GSK3 disminuyd la asociacién entre el
complejo MRN y FBXW?7. No obstante, al no conocer a través de qué proteina(s) ocurre
la interaccion, no hemos podido profundizar mas en este aspecto.
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2. Efecto fisiologico de la asociacion de BTrCP y FBXW?7 con el complejo
MRN.

La caracterizacion fisioldgica de la interaccién de BTrCP con el complejo MRN ha
sido menos profunda que la llevada a cabo entre FBXW7 vy dicho complejo,
principalmente por la falta del tiempo y la gran cantidad de trabajo que ha supuesto
este estudio. No obstante, hemos podido obtener algunos datos preliminares que
sefialan que SCF(BTrCP) interacciona y poliubicuitila al complejo MRN para promover
su localizacién en la cromatina. En esta funcién estaria implicado fundamentalmente
MRE11, al ser el Unico componente del complejo que se poliubicuitila in vivo por
SCF(BTrCP). Este resultado tiene gran interés, ya que se conoce poco sobre el papel de
BTrCP en la localizaciéon o el reclutamiento de mediadores especificos de las rutas de
reparacion de los dafos en el ADN. Sin embargo, existen numerosos ejemplos en los
que la funcién de esta proteina F-box en el dmbito del dafio en el ADN se basa en la
ubicuitilacién y degradacién de proteinas clave en los procesos de sefializacion y
reparacion. Ademas de las mencionadas en la Introduccion, SCF(BTrCP) es capaz de
poliubicuitilar a XLF, previa fosforilacion por AKT vy disociacién del complejo
XRCC4/Ligasa IV/XLF, induciendo su degradacion e impidiendo la NHEJ (Gan et al,
2015; Liu et al, 2015). Asimismo, es capaz de reconocer y ubicuitilar a la quinasa CHK1,
esencial en la cascada de sefializacién de los dafios, induciendo su degradacién bajo
condiciones especificas (Ma et al, 2019). De manera similar, SCF(BTrCP) puede
asociarse a la topoisomerasa TOP2[ y ubicuitilarla, induciendo su degradacion en
condiciones de estrés genotdxico (Shu et al, 2020).

La ubicuitilacién de proteinas juega un papel fundamental en la respuesta a los
danos en el ADN. De hecho, en los sitios de dafio se puede detectar una gran
acumulacién de ubicuitinas inmediatamente después de producirse la lesién. La
ubicuitilacién de las histonas es uno de los eventos iniciales que promueve la
desestabilizacion de los nucleosomas para la reparacién. Esta modificacién post-
traduccional también favorece el reclutamiento de ciertas proteinas en los focos de
dafio del ADN (Brinkmann et al, 2015). Una de las ligasas de ubicuitina mds relevantes
en la reparacién es RNF8, que se incorpora a los sitios de dafio reconociendo en ellos a
la proteina MDC1 fosforilada por ATM. RNF8 suele actuar junto con la enzima de
conjugacién de ubicuitinas UBC13 para catalizar la ubicuitilacion de una variedad de
proteinas diana por medio de ubicuitinas unidas a través de la lisina 63. Estas
poliubicuitilaciones sirven a su vez de sefial de reclutamiento de otros factores a los
sitios de dafos, entre ellos BRCA1 (Chen & Sun, 2009). En el caso de los componentes
del complejo MRN, también se ha estudiado la relevancia de la ubicuitilacién en su
funcionalidad. Por ejemplo, se ha descrito que RNF8 interacciona con NBS1 y lo
ubicuitila, mediante ubicuitinas unidas por la lisina 6, favoreciendo su correcta
localizacion en los puntos de rotura del ADN (Lu et al, 2012). La ligasa de ubicuitina
SCF(SKP2) también interacciona y ubicuitila a NBS1, en este caso mediante ubicuitinas
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unidas por la lisina 63, lo que facilita su interaccion con ATM y el reclutamiento en las
DSBs. Asi, las células que carecen de SKP2 presentan una HR defectuosa, y muestran
una mayor sensibilidad a la radiacion ionizante (Wu et al, 2012). La ubicuitilacién de
otras proteinas que participan en los procesos de reparacién de los dafos, como la
helicasa BLM, también puede regular su interaccion con el complejo MRN. De nuevo,
RNF8 se encarga de poliubicuitilar a BLM permitiendo asi su interaccion con NBS1, un
paso esencial para garantizar la incorporacién de esta helicasa a los puntos de rotura
del ADN. La actividad de BLM permitird a su vez el acceso de otros factores implicados
en la reparacién de los dafios (Tripathi et al, 2018).

En nuestros ensayos, hemos observado que la sobreexpresién de HA STrCP en
células cultivadas en condiciones estandar incrementa la presencia de las proteinas del
complejo MRN en la cromatina. Este resultado sugiere que BTrCP estaria implicada en
la localizacion de MRN en el ADN a través de la poliubicuitilacién de MRE11 cuando el
ADN no estd dafiado o tras los dafos replicativos u otros que se puedan producir
durante el crecimiento y division celulares. De hecho, las quinasas que hemos
implicado en la poliubicuitilacion de MRE11, es decir, GSK3 y p70S6K, estan activas en
condiciones normales de crecimiento, como se ha mencionado anteriormente. Quizas
BTrCP promoveria el desplazamiento a la cromatina de MRN para favorecer una
deteccidon mas répida de los posibles dafios iniciales que se pudieran producir mientras
se consigue la respuesta global a estos dafos. Esto no descarta que SCF(BTrCP) esté
implicada o no en esta segunda parte. Hubiera sido interesante realizar estudios sobre
el papel de BTrCP, o de su version BTrCP AF, sobre la localizacidn del complejo MRN y
comprobar como se traduce de manera efectiva en una mayor tasa de reparacion de
los dafios. De hecho, otros datos del laboratorio no incluidos en esta Tesis apuntarian
en ese sentido. En nuestro conocimiento, los estudios realizados por otros autores han
sido siempre tras someter a las células a algun tipo de estrés genotdxico, por lo que en
este sentido nuestros resultados serian novedosos.

Respecto al papel fisiolégico de la asociacién entre SCF(FBXW7) y MRN, las
poliubicuitilaciones in vivo de tipo K48 llevabas a cabo por esta ligasa de ubicuitina
sobre el complejo nos hicieron pensar que FBXW?7 podria intervenir en su degradacion.
De hecho, pudimos comprobar que, efectivamente, la sobreexpresion de HA FBXW7
traia consigo una caida en los niveles de MRE11, RAD50 y NBS1, que se degradaban
por la via de la autofagia/lisosoma, a juzgar por los ensayos realizados con inhibidores
del flujo autofagico. Pese a que la degradacidn de sustratos por la via autofagica suele
estar mediada por poliubicuitilaciones de tipo K63 (Tan et al, 2008), mientras que las
de tipo K48 se vinculan a la degradacién proteasémica (Lander et al, 2012), existen
diversas publicaciones que también relacionan estas ultimas con la via de la autofagia
(Kirkin et al, 2009b; Long et al, 2008; Matsumoto et al, 2011). En nuestros ensayos,
comprobamos, ademas, que al inhibir las enzimas lisosomales con NH4Cl, las proteinas
del complejo se acumulaban en la fraccién nuclear de la célula, como también se ha
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demostrado en diversas lineas celulares para otras proteinas nucleares como BRCA1
(Blagosklonny et al, 1999). Reciprocamente, el tratamiento con activadores del flujo
autofagico potenciaba la degradaciéon del complejo. En otros estudios también se ha
sefialado la capacidad del tratamiento con rapamicina, que estimula la autofagia
inhibiendo a mTORC1, de provocar la degradacion de determinados sustratos
nucleares especificos (Cenni et al, 2011).

Para profundizar en el mecanismo de degradacion del complejo MRN, estudiamos
la posible intervencidon de determinadas proteinas mediadoras del flujo autofagico,
concretamente p62 y LC3, en la degradacién. Este extremo se confirmd no sélo
mediante el silenciamiento génico transitorio de p62 y LC3, que provocd un
incremento de las proteinas del complejo, sino ademas analizando si existia una
asociacioén in vivo entre estas proteinas. Comprobamos que la inmunoprecipitacion de
cada uno de los componentes del complejo MRN traia asociadas, sea directa o
indirectamente, a p62 y LC3 exclusivamente en condiciones de bloqueo del flujo
autofagico. Esta condicidn ha sido fundamental para los ensayos relacionados con la
autofagia, ya que, en las células cultivadas en condiciones normales de crecimiento,
probablemente con una cierta actividad autofagica basal, las proteinas del complejo
asociadas a p62/LC3 estarian en vias de degradarse y sélo podriamos detectar la
interaccidon si previamente se bloqueaba la destruccidn. Por tanto, con estos
resultados podemos concluir que el recambio del complejo MRN, es decir, la
degradacidon basal de estas proteinas, tiene lugar a través de la via autofagica. Chen 'y
colaboradores obtuvieron resultados similares al estudiar la estabilidad de cGAS, una
proteina clave en la senalizacion mediada por interferén como parte de la inmunidad
antiviral. En las células sin estimular, esta proteina sufre una degradacion basal que
depende de su poliubicuitilacién de tipo K48. cGAS poliubicuitilada es reconocida por
p62 y, posteriormente, por LC3 para su degradacion selectiva por via autofagica (Chen
et al, 2016b). Al igual que ocurre en nuestro estudio, estos resultados certifican que,
en condiciones fisiolégicas, p62 también puede reconocer sustratos poliubicuitilados a
través de K48 para su degradacidn autofdgica, y no sélo aquellos que estan marcados
con K63.

También cabria destacar que, aunque exista co-inmunoprecipitacion de p62 y LC3
con la inmunoprecipitacién de cada una de las proteinas del complejo MRN, no
necesariamente tiene que haber una interaccidon entre estos mediadores del flujo
autofagico y cada uno de los componentes del complejo. Esto es asi porque MRE11,
RAD50 y NBS1 constituyen un complejo estable y es posible que se detecten
interacciones con p62 y LC3 incluso si estas proteinas sélo interaccionan con una de
ellas, ya que al inmunoprecipitar cualquiera de los componentes del complejo, siempre
se obtienen co-inmunoprecipitaciones de los otros dos miembros. Habria que realizar
otro tipo de estudios para aclarar este aspecto. En cualquier caso, e
independientemente de cual sea el componente del complejo que interaccione con
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p62 y LC3, esta asociacidon se detectaba Unicamente de manera clara en la fraccion
nuclear de la célula. Los ensayos de microscopia de fluorescencia realizados apoyaron
este resultado, al permitirnos observar estructuras vesiculares marcadas con p62 y LC3
en la region perinuclear, donde también se acumulaban RAD50 y MRE11 (NBS1 no fue
analizado por problemas con los anticuerpos empleados), todo ello en condiciones de
bloqueo de la autofagia. Estas estructuras vesiculares perinucleares son muy similares
a las que se han hallado al estudiar la degradacién por la via de la autofagia/lisosoma
de otros componentes nucleares (Park et al, 2009).

Aunque la asociacion entre MRN y p62/LC3 se detecte fundamentalmente en el
nucleo, no se puede descartar que exista un cierto grado de interacciéon en el
citoplasma que no hayamos podido observar apropiadamente. De hecho, el complejo,
tras asociarse a los mediadores de la autofagia en el nucleo celular, debe pasar a los
lisosomas en el citoplasma, por lo que al menos en esas estructuras la asociacién MRN-
p62/LC3 deberia estar presente. Sin embargo, estas interacciones a nivel
citoplasmadtico no han sido detectadas, probablemente porque nuestra metodologia
de trabajo no es lo suficientemente sensible. Al preparar los extractos citosoélicos y
nucleares, la posible fraccién de MRN asociada a p62 y LC3 existente en el citoplasma
se diluiria en el conjunto del extracto, mientras que, en la fraccién nuclear, al ser la
asociacion MRN-p62/LC3 mucho mas abundante, seria también mucho mas facil de
detectar.

Dado que en nuestros ensayos hemos observado que el complejo MRN, de
localizacion fundamentalmente nuclear, se degrada por la via de la autofagia/lisosoma,
estariamos ante un caso de nucleofagia. La nucleofagia es el término genérico que
hace referencia a la degradacion selectiva de componentes nucleares por via
autofagica. A su vez, abarca dos fendmenos diferenciados: la macronucleofagia y la
micronucleofagia. En la primera, ciertos componentes nucleares, como proteinas
especificas o vesiculas formadas a partir de evaginaciones de la doble membrana
nuclear, son abarcados por fagéforos en formacién, que se van cerrando hasta formar
los autofagosomas con el contenido nuclear en su interior. Posteriormente, este se
fusionara con el lisosoma para degradar su contenido. En la segunda, las vesiculas
derivadas de la membrana nuclear se incorporan directamente al lisosoma a través de
invaginaciones de su membrana. Mientras que la macronucleofagia es un fenédmeno
gue se ha descrito tanto en células de mamifero como en levaduras, la
micronucleofagia solamente ha sido descrita en levaduras (Li & Nakatogawa, 2022). La
nucleofagia contribuye al mantenimiento de la homeostasis celular en contextos
determinados, y sus alteraciones pueden derivar en distintas patologias (Zhao et al,
2021; Papandreou & Tavernarakis, 2019). Los casos de proteinas nucleares degradadas
por nucleofagia en células de mamiferos descritos hasta el momento tenian lugar tras
agresiones celulares tales como el dano en el ADN o la induccion de senescencia (Dou
et al, 2015; Li et al, 2019; Xu et al, 2020b). Siendo asi, la degradacion del complejo

167



Discusion

MRN por la via autofagica que hemos descrito seria el primero o uno de los primeros
casos de nucleofagia basal, fisioldgica, que se identifica en células de mamiferos
(Papandreou & Tavernarakis, 2019), ya que esta degradacién puede observarse en las
células cultivadas en condiciones habituales sin ningln tipo de estrés.

Con el fin de vincular la poliubicuitilacion de MRN mediada por SCF(FBXW?7) con la
asociacion del complejo a p62 y LC3, estudiamos las co-inmunoprecipitaciones de
estas proteinas en las células que sobreexpresaban HA FBXW7 o HA FBXW7 AF, su
versién dominante negativa. Con ello pudimos comprobar que la accién de FBXW7
sobre el complejo era fundamental para permitir la asociacién de este a p62 y LC3, y
en Ultima instancia, su degradacion por la via de la autofagia/lisosoma, dado que
FBXW7 AF, que evitaba la poliubicuitilacion del complejo, elimind casi por completo la
interaccion con estos mediadores de la ruta autofagica. Asimismo, observamos que
FBXW7 potenciaba la localizacién del complejo MRN en los lisosomas, lo cual fue
verificado tanto bioquimicamente, tras ensayos de enriquecimiento lisosomal, como
mediante inmunofluorescencia. En estos ultimos, la sobreexpresion de HA FBXW?7 AF
suprimié eficazmente la presencia del complejo en las vesiculas lisosomales. Todos
estos resultados ligan de manera clara la asociacién y poliubicuitilacion que lleva a
cabo SCF(FBXW?7) sobre el complejo MRN con la degradacion autofagica del mismo.
Dicha poliubicuitilaciéon permite que el complejo sea reconocido por la maquinaria de
la autofagia, p62 y LC3, en el nucleo celular, tras lo cual es trasladado al lisosoma para
su degradacién.

Una vez estudiado el mecanismo por el cual el complejo MRN era degradado por la
via de la autofagia/lisosoma en condiciones basales, abordamos la busqueda de las
condiciones capaces de potenciar este fendmeno, de manera similar a lo observado en
otros sustratos como p16 INK4A, que se degrada por via autofagica, mediado por p62 y
LC3, en células sin estimular, basalmente, e incrementa esta degradacién en
condiciones que estimulan la autofagia, como la deprivacidon de nutrientes, el estrés
oxidativo o el dafio en el ADN (Coryell et al, 2020). En nuestro caso, los resultados mas
interesantes se obtuvieron analizando el efecto de los agentes genotdxicos, lo que nos
ha permitido describir un nuevo papel de FBXW?7 en el contexto del dafio en el ADN.
Como ya se comenté en la Introduccidn, esta proteina F-box participa activamente en
la regulacién de la respuesta al dafio en el ADN, favoreciendo la ubicuitilacién vy
degradacion de proteinas clave en el avance del ciclo celular o en la recuperacion de la
proliferaciéon tras la reparacién de los dafios, como PLK1 y p53 (Girdldez et al, 2014;
Galindo-Moreno et al, 2019; Cui et al, 2020b; Tripathi et al, 2019), o de determinados
factores de transcripcion como SOX9 (Hong et al, 2016). También se ha destacado el
papel de FBXW7 sobre sustratos implicados directamente en la reparacion de los
dafios en el ADN. En respuesta a radiacion ionizante, SCF(FBXW?7) lleva a cabo la
poliubicuitilacién de la proteina XRCC4, mediante ubicuitinas unidas a través de K63, lo
que favorece su asociacion a los complejos formados por KU70/KU80, promoviendo asi
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la reparacion del dano via NHEJ (Zhang et al, 2016). Por otra parte, SCF(FBXW?7)
poliubicuitila a la helicasa BLM, en este caso mediante ubicuitinas unidas a través de
K48, induciendo su degradacion por la via del proteasoma durante la mitosis (Kharat et
al, 2016).

Nuestro estudio nos permitié descubrir que el tratamiento con quimioterdpicos
como el cisplatino y la doxorrubicina provocaba una caida en los niveles de los
componentes del complejo MRN sélo a dosis suficientemente altas como para inducir
apoptosis. La disminucién de MRN en estas condiciones se correspondia con una
mayor degradacion por la via de la autofagia/lisosoma dependiente de FBXW?7. Estos
resultados fueron apoyados en ensayos de microscopia de fluorescencia en los que
observamos que la sobreexpresién de HA FBXW?7 AF evitdé la movilizacion del complejo
MRN a las vesiculas lisosomales en condiciones de dafio apoptdtico. Dado que los
niveles del complejo MRN se mantienen estables a dosis bajas de agentes genotdxicos,
podriamos pensar que, mientras el daifio en el ADN causado por estos farmacos no es
excesivo y la célula puede repararlo, el complejo debe ejercer su importante papel
como sensor de las DSBs, participando en su procesamiento y reparacion, por lo que
evita su degradacidon (mas alld del recambio basal que pueda experimentar). Sin
embargo, cuando las dosis altas de los farmacos provocan un dafio masivo en el ADN,
superando la capacidad de la célula para repararlo, la funcidn del complejo MRN deja
de ser necesaria, por lo que debe potenciarse su degradacién para promover, o como
minimo no interferir, con los eventos que tienen lugar en la cascada apoptdtica. Todos
estos resultados relativos a la degradacion del complejo MRN mediada por
SCF(FBXW?7) vy la via de la autofagia/lisosoma han sido recientemente publicados por
nuestro grupo en la revista Cell death and differentiation (Belmonte-Fernandez et al,
2023, ver Anexo).

De manera analoga, ciertas publicaciones relacionan la muerte celular con la
desaparicion del otro gran complejo sensor de danos en el ADN, el compuesto por
KU70/KU80, o con su acumulacién en el citoplasma (Norbury & Zhivotovsky, 2004). En
células acinares del pancreas, la apoptosis causada por el daio en el ADN producto del
estrés oxidativo trajo consigo una reduccién sustancial de los niveles de KU70/KU80 en
el nucleo celular. Esta caida se debia tanto a la degradacion de estas proteinas
promovida por las caspasas activadas durante la apoptosis, como a una reduccidn en la
unién de KU70/KU80 a sus correspondientes transportadores nucleares. Ademas,
observaron que la recuperaciéon de KU70/KU80 en el nucleo, por medio de su
sobreexpresidn, protegia contra la muerte celular, mientras que la sobreexpresién de
un mutante dominante negativo de KU, incapaz de unirse al ADN, potenciaba la
apoptosis (Song et al, 2003). En un sentido similar, Gama y colaboradores mostraron
que la apoptosis derivada del tratamiento con diversos farmacos trajo consigo una
mayor poliubicuitilacién y degradacién de KU70, en este caso por la via del
proteasoma, independientemente de la actividad de las caspasas. lIgualmente,
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observaron la poliubicuitilacion de KU80 y su disminucién en células apoptdticas
(Gama et al, 2006). Estos autores también mostraron que la proteina MDM2 humana
es capaz de poliubicuitilar a KU70 en el citoplasma e inducir su degradacién por la via
del proteasoma en condiciones de apoptosis por estrés genotéxico (Gama et al, 2009).
Asimismo, se ha relacionado la fragmentacién apoptética del ADN con la reduccion en
los complejos KU tras episodios de isquemia cerebral focal transitoria en ratones, lo
que sugiere que la pérdida de estas proteinas, y el consecuente fallo en los
mecanismos de reparacién del ADN, contribuye a la fragmentacién en los eventos
apoptoticos (Kim et al, 2001). Por todo ello, se podria pensar que la degradacion del
complejo MRN por la via de la autofagia/lisosoma mediada por FBXW?7, al igual que la
degradacion del complejo KU descrita, son eventos que contribuyen a la muerte
celular inducida por agentes genotéxicos.

Como se ha mencionado con anterioridad en esta Tesis, la actividad eficiente del
complejo MRN podria ser perjudicial para el éxito de determinados tratamientos
quimioterdpicos, ya que una deteccidn y reparacion eficaces de los dafios en el ADN,
causados por el uso de agentes genotoxicos, contribuiria a la supervivencia de la célula
tumoral y, por tanto, a la aparicién de resistencias a dichos tratamientos (Bian et al,
2019). De hecho, la sobreexpresion de los genes que codifican los distintos
componentes del complejo se ha relacionado con la aparicion de quimiorresistencia al
tratamiento con cisplatino y, en consecuencia, con un peor prondstico (Altan et al,
2016). Resulta, por tanto, evidente la importancia de encontrar nuevos farmacos
adyuvantes que sean capaces de evitar que el dafio en el ADN causado por el
tratamiento con cisplatino sea reparado, de manera que tenga lugar la muerte de las
células tumorales, y se evite asi la aparicidon de resistencias. Durante afios, se han
producido inhibidores nuevos, o se han combinado con otros, con el objetivo de
bloquear los mecanismos de reparacion del ADN en las células tumorales, permitiendo
asi una sensibilizacion y eliminacidn mas eficaz de las mismas, algunos de ellos con
resultados prometedores (Shkundina et al, 2021; Roberti et al, 2019).

En lo que se refiere al complejo MRN particularmente, existen estudios que han
relacionado la inhibicién o reduccién de cada uno de sus componentes con una mejor
respuesta al tratamiento con cisplatino. Asi, en un estudio sobre los cambios de
expresion génica producidos en lineas celulares de cancer de vejiga tras el tratamiento
con cisplatino, gemcitabina o una combinacién de ambos, han atribuido los efectos
sinérgicos del tratamiento combinado principalmente a una disminucién de MRE11 y
SKP2 (Da Silva et al, 2014). Por otro lado, se han observado sinergias al tratar con
cisplatino células de cdncer de mama o de carcinomas de células escamosas de cabeza
y cuello si se inhibia RAD50 mediante silenciamiento génico o se utilizaba un mutante
dominante negativo. La ausencia de RAD50 funcional impide que tenga lugar una
respuesta adecuada a los dafios en el ADN, incrementando el dafio causado por el
agente genotoéxico y sensibilizando las células tumorales al tratamiento. Incluso, los
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xenoinjertos de carcinomas de células escamosas resistentes al cisplatino en ratones
desnudos experimentaron una importante regresion tumoral tras el tratamiento
conjunto de cisplatino con la inhibicidn de RAD50 (Abuzeid et al, 2009; Flores-Pérez et
al, 2014). Estos autores destacan la importancia del desarrollo de nuevos inhibidores
contra RAD50 como una estrategia frente a la aparicién de resistencias al tratamiento
con agentes genotodxicos. Finalmente, al estudiar la inhibicion de NBS1 también se han
obtenido resultados similares. De nuevo, la expresién de mutantes de NBN por medio
de vectores adenovirales consiguid interrumpir la funcionalidad del complejo MRN,
impidiendo una respuesta adecuada a los dafios en el ADN y consiguiendo, por tanto,
sensibilizar los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello al tratamiento con
cisplatino tanto in vitro, en modelos celulares, como in vivo, en xenoinjertos en
ratones desnudos (Araki et al, 2010).

Segln nuestros resultados, la induccién de apoptosis tras el tratamiento con
agentes genotoxicos trae consigo una mayor degradaciéon del complejo MRN. Por
tanto, podriamos sugerir que si fuéramos capaces de incrementar artificialmente la
degradacion especifica del complejo MRN a través de SCF(FBXW?7)/lisosoma tras el
tratamiento con cisplatino, quizds se facilitaria la eliminacién de las células tumorales,
incluso aquellas que fueran resistentes al tratamiento por presentar una mayor tasa de
reparacion de los dafos en el ADN. Para potenciar la degradacién del complejo se
podria disefiar una molécula pequefia, similar a las que se han descrito previamente en
otros contextos. Son las llamadas quimeras dirigidas a la protedlisis o PROTAC (del
inglés proteolysis-targeting chimera). Estas moléculas presentan una regidn que se une
a la proteina diana a degradar, y otra regidon que posee el motivo de la ligasa de
ubicuitina, permitiendo asi que esta interaccione con proteinas que no son sus
sustratos naturales. De esta manera, el PROTAC puede unirse a la vez a la proteina
diana y a la ligasa de ubicuitina, aproximando ambos elementos de manera que la
proteina diana pueda ser ubicuitilada. Asi, el proteasoma es redirigido hacia la
degradacion de un sustrato especifico de interés que en condiciones naturales no seria
degradado. Con este sistema se han desarrollado moléculas capaces de inducir la
degradacion de una variedad de sustratos: receptores hormonales nucleares,
proteinas implicadas en modificaciones epigenéticas, diferentes quinasas, proteinas
implicadas en la apoptosis e incluso determinadas ligasas de ubicuitina (Zhou et al,
2020). También se han desarrollado sistemas para potenciar la degradacién de
sustratos especificos por la via de la autofagia/lisosoma. De todos ellos, quizas las mas
prometedoras sean las quimeras dirigidas a la autofagia o AUTOTAC (del inglés
autophagy-targeting chimera). De manera similar a los PROTACs, estas moléculas
poseen una regidon que interacciona con la proteina a degradar y otra regidon que se
une a la maquinaria autofagica. En concreto, interaccionan con p62, lo que permite en
ultima instancia la asociacién a LC3 y posterior degradacion por el lisosoma. De este
modo, se puede conseguir la degradacion por la via de la autofagia/lisosoma de una
gran variedad de sustratos, tanto proteinas solubles como agregados (Ji et al, 2022a,
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2022b). En nuestro caso, se trataria de una molécula que simplemente potenciara la
ubicuitilacién de MRN, ya que SCF(FBXW7) es su ligasa de ubicuitina fisioldgica.
Ademas, el hecho de que el mecanismo que proponemos ocurra en la célula cuando
esta entra en apoptosis tras dafio genotodxico, podria permitir que dosis mas bajas de
cisplatino en combinacidn con esta molécula pequeia sean igualmente eficaces, lo que
reduciria, al menos en parte, los problemas de toxicidad del cisplatino que pueden
presentar los pacientes. Aunque, evidentemente, se requieren otros estudios en
profundidad para comprobar esta hipétesis.
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3. Efecto de la sobreexpresion de BTrCP sobre la senescencia inducida
por cisplatino.

En el curso de la caracterizacion fisiolégica de la asociaciéon de BTrCP y FBXW7 con
el complejo MRN observamos que la sobreexpresidon de STrCP tras someter a las
células a condiciones de senescencia afectaba a la viabilidad celular. Esto lo analizamos
a partir de resultados previos de otros autores que mostraban que otras proteinas
nucleares, como la lamina B1, eran degradadas a través del lisosoma tras someter a las
células a condiciones de senescencia (Dou et al, 2015). Por tanto, decidimos explorar el
posible efecto de las proteinas F-box sobre MRN en condiciones similares. Con este fin,
cultivamos diversas lineas celulares a concentraciones de cisplatino capaces de inducir
senescencia, sobreexpresando o no las proteinas F-box procedentes de las
construcciones lentivirales. Sin embargo, la estabilidad del complejo MRN no se vio
alterada. Cabe sefialar que los experimentos realizados en nuestro laboratorio no eran
exactamente iguales a los realizados por Dou y colaboradores, ya que estos
investigadores emplearon células normales, no cancerosas, y en las que inducian
senescencia mediante la sobreexpresién de oncogenes, concretamente H-RAS"?2.

A pesar de que no obtuvimos resultados positivos en cuanto a cambios en la
estabilidad del complejo MRN, que era nuestro objetivo de partida, si pudimos
observar una interesante diferencia fenotipica entre las lineas celulares silvestres y las
transducidas con HA STrCP. Como ya se ha mencionado, estas ultimas mostraban una
gran disminucion de la viabilidad celular. Ademas, este fendmeno también se observé
cuando la senescencia era provocada por estrés oxidativo empleando dosis subletales
de H;0;. El hecho de que esta diferencia en el comportamiento entre las lineas
silvestres y las transducidas con HA [TrCP se obtenga en varios modelos celulares y
con distintas formas de inducir senescencia nos estaria indicando que podria tratarse
de un fendmeno mas general causado por la sobreexpresion de HA STrCP. Con estos
sugerentes resultados, decidimos iniciar una nueva linea de investigacién en nuestro
laboratorio basada en estudiar el fenotipo senescente y el efecto de la sobreexpresion
de HA [STrCP sobre la viabilidad celular en esas condiciones.

La senescencia celular se vinculd inicialmente con los procesos relacionados con el
envejecimiento celular y, por extension, del propio organismo, a raiz de su
descubrimiento en cultivos de fibroblastos humanos que dejaron de proliferar tras
sucesivas divisiones (Hayflick & Moorhead, 1961), lo cual se atribuiria posteriormente
al acortamiento de los telémeros. Sin embargo, como se ha comentado en apartados
anteriores, las células pueden entrar en este estado de parada proliferativa como
resultado de un amplio abanico de sefiales, distintas agresiones y formas de estrés,
independientemente del acortamiento telomérico. La senescencia puede tener lugar
en todas las etapas de la vida de un organismo, desde el embrién hasta el adulto, al
participar en procesos tales como el establecimiento, la remodelacidn y la reparacion
de los tejidos, la eliminacién de estructuras transitorias durante el desarrollo o en
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evitar la propagacion de células dafiadas o disfuncionales (Gorgoulis et al, 2019;
Mufioz-Espin & Serrano, 2014). Ademads de participar en procesos normales y
fisioldgicos, la presencia de células senescentes también se ha relacionado con
diferentes procesos patolégicos en los que puede tener un papel beneficioso o
perjudicial, segun el caso (Mufioz-Espin & Serrano, 2014). Una de las patologias en las
que mas claramente se puede comprobar el controvertido papel de la senescencia es
el cancer. Dado que la entrada en senescencia trae consigo una parada de la
proliferacion celular, tradicionalmente se ha considerado como un mecanismo que
podria evitar el desarrollo del cdncer. Ademas, la producciéon y secrecion de
determinadas citoquinas inflamatorias debidas al SASP podria estimular la accién
antitumoral del sistema inmune (Xue et al, 2007; Kang et al, 2011). No obstante, en las
Ultimas décadas se ha cuestionado cada vez mas este papel beneficioso de la
senescencia en el contexto del cadncer puesto que existen estudios que apuntan en la
direccién contraria y apuestan por un papel mds pro-tumorigénico derivado, entre
otros factores, del efecto local de determinados componentes del SASP (Dou & Berger,
2018; Milanovic et al, 2018). Ademas, en determinadas circunstancias, las células
tumorales que han entrado en el estado senescente pueden ser capaces de abandonar
este estado e ingresar de nuevo en el ciclo celular favoreciendo asi el progreso de la
enfermedad (Patel et al, 2016; Saleh et al, 2019). Por tanto, la aparicién y acumulacién
de células tumorales senescentes podria ser un factor negativo para acabar con la
enfermedad. En consecuencia, resulta clave entender los fundamentos precisos que
permiten la eliminacion de estas células ya que ayudaria a prevenir y mejorar muchos
procesos patoldgicos (Childs et al, 2017; Wang et al, 2020a).

Uno de los factores por los que las células tumorales pueden entrar en senescencia
es el tratamiento con diversos quimioterapicos. En nuestros ensayos, utilizamos
cisplatino para inducir senescencia, cuya exposicidn prolongada a dosis bajas es capaz
de provocar este fendmeno en distintas lineas celulares tumorales humanas (Song et
al, 2017; Wang et al, 1998; Qu et al, 2013). Esta situacién se asemeja a lo que podria
ocurrir en pacientes oncolégicos tratados con cisplatino, en los que, a medida que pasa
el tiempo desde la administracién del fdrmaco, la concentracidon de este en los tejidos
iria decayendo, lo que podria favorecer la aparicidon de células senescentes. Ademas,
se han estudiado casos en los que la senescencia inducida por cisplatino en células
cancerosas tiene un efecto perjudicial al promover el avance de la enfermedad. Sun y
colaboradores comprobaron que el tratamiento con cisplatino en células de melanoma
indujo senescencia celular con SASP asociado tanto in vitro como en xenoinjertos
realizados en ratones desnudos. Ciertos componentes del SASP generados por las
células senescentes de melanoma fueron capaces de estimular el crecimiento de las
células de melanoma no senescentes. Asimismo, el trasplante de células tumorales
senescentes y no senescentes aceleraba el desarrollo tumoral en los ratones injertados
en comparacion con el obtenido al trasplantar Unicamente células tumorales no
senescentes (Sun et al, 2018). Vemos, pues, que la eliminacién de las células
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senescentes derivadas del tratamiento continuado a concentraciones bajas de
cisplatino resultaria esencial para poder mejorar la respuesta al tratamiento y el
prondstico clinico de los pacientes.

Cuando descubrimos en nuestros experimentos que, en condiciones de
senescencia, las células transducidas con HA STrCP presentaban menor viabilidad que
las células silvestres, quisimos ahondar en esta cuestién. Mientras que en las lineas
celulares silvestres el tratamiento inducia una eficaz entrada en senescencia, que era
sostenida en el tiempo, en las lineas transducidas con HA STrCP el numero de células
iba cayendo progresivamente. Nos surgia la duda de si esta aparente muerte celular
ocurria tras la entrada en el estado de senescencia o si las células que
sobreexpresaban la proteina F-box ni siquiera llegaban a entrar en este estado. El
analisis de la actividad [-galactosidasa lisosomal nos permitié comprobar que en
ambas lineas se producia la entrada en senescencia, a juzgar por el marcaje azul fruto
de la escision del X-gal. Para averiguar lo que estaba sucediendo a nivel bioquimico,
analizamos los niveles de p53 y p21 CIP1. Tanto en la linea silvestre como en la que
sobreexpresaba HA STrCP aparecia p53, indicativo del dafio en el ADN. Sin embargo,
los niveles de p21 CIP1, responsable de la parada del ciclo celular necesaria para la
entrada en senescencia en respuesta a diferentes estimulos (Hernandez-Segura et al,
2017), eran inferiores en la linea transducida que en la linea silvestre. En conjunto,
estos resultados sugieren que el nivel de p21 CIP1 alcanzado en la linea que
sobreexpresa HA [TrCP podria ser suficiente para que la célula entrase en senescencia,
pero no para mantenerla en ese estado a largo plazo, como si ocurria con la linea
silvestre tras el dafio causado por cisplatino.

p21 CIP1 es un inhibidor de CDKs esencial en el bloqueo del ciclo celular. Inhibe la
actividad quinasa de los complejos ciclinas-CDKs interaccionando con las ciclinas a
través de motivos de unidn especificos. Esto provoca la hipofosforilacion y activaciéon
de proteinas de la familia del retinoblastoma (Rb), lo que impide la actividad de los
factores de transcripcién de la familia E2F, frenando asi el avance del ciclo celular
(Niculescu et al, 1998; Brugarolas et al, 1999). Sus efectos sobre el ciclo son
dependientes, entre otros factores, de su acumulacién. Por ello, los niveles y la
actividad de esta proteina estan regulados de manera estricta. A nivel de expresion,
p53 es su principal regulador transcripcional (El-Deiry et al, 1993), aunque también
puede expresarse por medio de otros mecanismos independientes de esta proteina,
como determinados receptores nucleares u otros factores de transcripcion (Abbas &
Dutta, 2009; Aliouat-Denis et al, 2005). A nivel post-traduccional, juegan un papel
importante las fosforilaciones y ubicuitilaciones. La fosforilacion de esta proteina
puede afectar a su capacidad de interaccion con otras proteinas especificas o cambiar
su localizaciéon subcelular, afectando todo ello a su actividad como inhibidor de CDKs
(Child & Mann, 2006). Asi, por ejemplo, cuando se encuentra en el nucleo celular, es
capaz de inhibir la progresion del ciclo. Por el contrario, determinadas fosforilaciones
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promueven su transporte al citoplasma, donde puede ejercer funciones
antiapoptoticas (Ping et al, 2006). Ademas, otras fosforilaciones por parte de quinasas
concretas, como p38a, JINK1 o AKT pueden contribuir a la estabilidad de la proteina
(Kim et al, 2002; Li et al, 2002). En este mismo sentido, se han descrito multitud de
proteinas que favorecen su estabilizacion por medio de interacciones proteina-
proteina, como nucleofosmina/B23, WISp39 o TRIM39 (Benzeno & Diehl, 2005; Xiao et
al, 2009; Zhang et al, 2012). Por otra parte, la ubicuitilacion de p21 CIP1 permite su
degradacion en las circunstancias adecuadas. En condiciones normales de crecimiento
celular, es una proteina con una vida media corta (Blagosklonny et al, 1996; Warfel &
El-Deiry, 2013). Su degradacién ocurre principalmente por la via del proteasoma y en
ella son clave las ligasas de ubicuitina SCF(SKP2), CRL4(CDT2) y APC/C(CDC20), que
promueven su eliminacidn en fases concretas del ciclo celular: la primera promueve su
degradacion en la transicion Gi1/S y durante la fase S (Frescas & Pagano, 2008); la
segunda interviene especificamente en la fase S (Abbas & Dutta, 2011); y la tercera
actua durante la mitosis (Amador et al, 2007). También se han descrito desubicuitilasas
como USP11, que son capaces de estabilizar p21 CIP1 eliminando las cadenas de
poliubicuitina producidas por las ligasas de ubicuitinas mencionadas, actuando con
independencia de la fase del ciclo celular (Deng et al, 2018).

Dado que BTrCP es una subunidad de una ligasa de ubicuitina, parece légico pensar
que el efecto que se observa por la sobreexpresion de HA STrCP se deba a una
poliubicuitilacidn desregulada de uno o mas sustratos de SCF(BTrCP). Ademas,
teniamos el dato de que en las células transducidas con HA STrCP el nivel de p21 CIP1
en senescencia no alcanzaba el nivel de la correspondiente linea silvestre. Por tanto,
quisimos estudiar si la sobreexpresion de la proteina F-box podia provocar la
desestabilizacidon de p21 CIP1. El bloqueo del proteasoma con MG132 en condiciones
de senescencia nos permitid observar una acumulacién de p21 CIP1 en la linea
transducida bastante mas importante que en la linea silvestre. Los pequefios cambios
en el nivel de p21 CIP1 que pudieran observarse en la linea silvestre tras el bloqueo del
proteasoma se podrian explicar como resultado de la interrupcidn del recambio basal
de dicha proteina. Sin embargo, la mayor acumulacién observada en la linea
transducida con HA fSTrCP implica que esta proteina F-box esta afectando de alguna
manera, sea directa o indirecta, al nivel de p21 CIP1. Este resultado se reforzé al
comprobar que el silenciamiento génico transitorio de HA pTrCP facilitaba la
acumulacién de p21 CIP1 en la linea transducida sometida a condiciones de
senescencia.

A partir de estos resultados podemos concluir que existe una relacién entre BTrCP
y p21 CIP1, aunque aun no hemos identificado la diana directa de BTrCP responsable
del fenotipo encontrado. Es mas, con los ensayos realizados hasta el momento no
podemos asegurar que el menor nivel de p21 CIP1 se deba a una cuestion de
degradacidon de esta proteina. También podria deberse a una menor activacion
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transcripcional, ya que se ha descrito que SCF(BTrCP) interviene en la degradacién de
p53 (Xia et al, 2009), el cual promueve la expresidén de p21 CIP1. Por tanto, los cambios
que vemos en p21 CIP1 con el inhibidor del proteasoma podrian deberse al
incremento en los niveles de p53. De hecho, también se observan ciertos cambios en
los niveles de esta proteina en la linea que sobreexpresa HA [TrCP en los ensayos
anteriormente descritos. Por ello, seria interesante estudiar los niveles de ARNm de
p21 CIP1 para comprobar este extremo.

Por el contrario, si SCF(BTrCP) esta promoviendo la degradacion activa de p21 CIP1
en las condiciones descritas, seria un sustrato inédito de esta ligasa de ubicuitina. Asi,
la sobreexpresion de HA [STrCP potenciaria de manera directa la degradacion de la
proteina, que ocurriria por la via del proteasoma de acuerdo con los ensayos
realizados con MG132. Para comprobarlo, habria que realizar ensayos de co-
inmunoprecipitacion en condiciones de senescencia entre HA [BTrCP y p21 CIP1.
Idealmente, se realizarian en ambas direcciones, es decir, inmunoprecipitando HA
BTrCP y analizando si trae consigo p21 CIP1 y viceversa, inmunoprecipitando p21 CIP1
y estudiando la co-inmunoprecipitacién de HA BTrCP. También seria importante
realizar ensayos de ubicuitilacién in vitro e in vivo en las condiciones deseadas, para
verificar que se trata de un sustrato de la ligasa de ubicuitina.

No obstante, también es posible que SCF(BTrCP) esté facilitando la degradacién de
p21 CIP1 de manera indirecta, por ejemplo, a través de la ubicuitilacion de alguno de
los multiples estabilizadores de p21 CIP1 descritos. Alguno de ellos podria ser un
sustrato de esta ligasa de ubicuitina, por lo que al sobreexpresar la proteina F-box
podria potenciarse su degradacién, lo cual desestabilizaria a su vez a p21 CIP1,
acelerando su eliminacién. Seria interesante, por tanto, estudiar si la sobreexpresion
de HA [TrCP trae consigo una reduccidn en los niveles de algunas de las proteinas
estabilizadoras de p21 CIP1, para, a continuacidn, averiguar si actian como sustrato de
la ligasa de ubicuitina utilizando la metodologia ya descrita en el caso anterior. El
mismo fendmeno podria ocurrir si SCF(BTrCP) interviniese en la degradacion de alguna
desubicuitilasa que tuviese un papel en la estabilizacién de p21 CIP1, como USP11.

Independientemente del mecanismo, en nuestros ensayos parece claro que el
menor nivel de p21 CIP1 derivado de la sobreexpresién de HA [TrCP provoca una
reduccion del numero de células senescentes. En este mismo sentido, Yosef y
colaboradores también mostraron que en la viabilidad de las células senescentes
generadas tras el tratamiento con un agente genotdxico, en este caso etopdsido,
jugaba un papel fundamental p21 CIP1. Para comprobarlo, redujeron los niveles de
esta proteina mediante silenciamiento génico transitorio en condiciones de
senescencia, lo que provocd una caida sustancial de la viabilidad celular. Segun sus
analisis, al caer p21 CIP1 las células intentan reanudar el ciclo celular y la replicaciéon
del ADN, lo que exacerba la respuesta a los dafios en el ADN. Como consecuencia, se
activan NF-kB y JNK, entre otros factores, lo que lleva en ultima instancia a la
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induccion de la muerte celular por mecanismos tanto dependientes como
independientes de caspasas (Yosef et al, 2017). Aunque el grueso de su estudio lo
realizaron en fibroblastos normales de piel humana, también obtuvieron los mismos
resultados en la linea H1299 de carcinoma de pulmén. Por tanto, este
comportamiento no sélo puede observarse en células normales sino también en
células tumorales. Asi, la escasa cantidad de p21 CIP1 alcanzada en condiciones de
senescencia en nuestra linea transducida con HA [STrCP podria provocar un efecto
similar al que observaron Yosef y colaboradores mediante silenciamiento génico. En
nuestro caso, la parada del ciclo celular tampoco seria eficiente, permitiendo que las
células regresasen al ciclo, pero al presentar dafios en el ADN acabarian muriendo.
Ademds, dado que SCF(BTrCP) degrada a IkB (Kroll et al, 1999), inhibidor de NF-xB, las
células transducidas con HA STrCP podrian tener una mayor activacion de esta ruta de
sefializacion facilitando asi los eventos derivados del menor nivel de p21 CIP1 y que
culminarian con la muerte celular.

Zhang y colaboradores también reflejaron la importancia del nivel de p21 CIP1 para
el equilibrio entre senescencia y muerte celular. Estos investigadores estudiaron el
efecto de diferentes dosis de doxorrubicina sobre células de cancer de colon,
comprobando que en las dosis mds bajas las células entran en senescencia, lo que
coincide con una acumulacién de p21 CIP1, mientras que a las dosis mas altas tiene
lugar la muerte celular, con un claro descenso de esta proteina. En este trabajo,
asocian a este fendmeno una metiltransferasa de ADN, DNMT3a, que se expresa en
mayor medida cuando las células son sometidas a dosis altas del farmaco, lo que
ayuda a reducir la expresion de p21 CIP1. Comprueban que cuando reducen el nivel de
DNMT3a por medio de un ARN interferente, el nivel de p21 CIP1 se mantiene alto
incluso a dosis elevadas de doxorrubicina, lo que reduce sustancialmente la muerte
celular, y al contrario, cuando sobreexpresan la metiltransferasa de ADN, los niveles de
p21 CIP1 son bajos incluso en condiciones de senescencia, lo que provoca la muerte
celular con dosis bajas de doxorrubicina (Zhang et al, 2011).

Asimismo, Martinez y colaboradores trataron células de cancer de préstata con
dosis crecientes de doxorrubicina, y comprobaron que sélo a la dosis mas baja se
producia una acumulacién de p21 CIP1 sostenida en el tiempo, sin apreciarse
apoptosis. A estas dosis es posible que las células estuvieran en estado senescente, si
bien es cierto que no hacen comprobaciones al respecto. Por su parte, las dosis mas
altas no acumulaban p21 CIP1 y si presentaban marcadores apoptéticos. Al reducir los
niveles de p21 CIP1 por silenciamiento génico mediado por adenovirus, comprobaron
que, a diferencia de lo que ocurria antes, a la dosis mas baja del farmaco tenia lugar la
muerte celular (Martinez et al, 2002). Por tanto, podemos deducir que conseguir una
caida en el nivel de p21 CIP1 en condiciones de dafio subletal en el ADN,
independientemente del método por el cual esto se consiga, permite que las células,
gue posiblemente se mantendrian en senescencia debido al dano provocado por la
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baja dosis del farmaco, entren en muerte celular. Asi pues, de cara a un posible
tratamiento, conseguir la reduccion de p21 CIP1 traeria consigo un efecto beneficioso,
ya que se podria obtener la muerte celular incluso con menores dosis del farmaco,
evitando, ademds, posibles efectos secundarios derivados de su toxicidad. No
obstante, todas estas ideas requeririan estudios en mayor profundidad.

En nuestro caso, observamos que la sobreexpresion de HA STrCP estd provocando
la muerte selectiva y exclusiva de las células senescentes, dado que la reduccién en el
numero de células no se observa en condiciones basales. De esta manera, si se
disefiase una molécula pequefia que activase especificamente la degradacién de p21
CIP1 por medio del mecanismo facilitado por SCF(BTrCP), conseguiriamos la
eliminacion de las células senescentes. En esta misma direccidn, existen estudios que
sefialan a p21 CIP1 como posible diana terapéutica para la erradicaciéon de células
cancerosas senescentes derivadas de ciertos tratamientos quimioterapicos. Esto
provocaria que dichas células entrasen en apoptosis, potenciando asi la eficacia
terapéutica (Zhang et al, 2021). Si esto se consiguiera, se lograria evitar los posibles
problemas futuros que causan las células senescentes. Incluso, permitiria la
eliminacion de células senescentes producto del envejecimiento biolégico, lo que
favoreceria la renovacion y reparacion de los tejidos dafiados.
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El complejo sensor de dafios en el ADN MRE11-RAD50-NBS1 es un sustrato
inédito de las ligasas de ubicuitina SKP1/CUL1/proteina F-box (BTrCP/FBXW?7).

MRE11 es la diana de BTrCP in vivo, estando esta asociacién regulada por las
quinasas GSK3 y p70S6K.

La asociacion FBXW7/MRN estd regulada por la quinasa GSK3, y su finalidad es
la degradacion del complejo via autofagia/lisosoma: la poliubicuitilacion de
MRN induce su asociacidon a p62/LC3 en el nucleo y su posterior traslado al
lisosoma para su degradacion.

FBXW?7 contribuye a la muerte celular inducida por cisplatino mediante la
degradacion del complejo MRN por autofagia. Potenciar la degradacién de este
complejo podria mejorar la eficacia del tratamiento con cisplatino.

La sobreexpresion de STrCP induce la muerte celular de las células senescentes.
Estimular el proceso derivado de la sobreexpresion de esta proteina F-box
podria constituir una opcién terapéutica para eliminar células tumorales
senescentes.
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Cisplatin and other platinum-based anticancer agents are among the most widely used chemotherapy drugs in the treatment of
different types of cancer. However, it is common to find patients who respond well to treatment at first but later relapse due to the
appearance of resistance to cisplatin. Among the mechanisms responsible for this phenomenon is the increase in DNA damage
repair. Here, we elucidate the effect of cisplatin on the MRN (MRE11-RAD50-NBS1) DNA damage sensor complex. We found that the
tumor suppressor FBXW?7 is a key factor in controlling the turnover of the MRN complex by inducing its degradation through
lysosomes. Inhibition of lysosomal enzymes allowed the detection of the association of FBXW7-dependent ubiquitylated MRN with
LC3 and the autophagy adaptor p62/SQSTM1 and the localization of MRN in lysosomes. Furthermore, cisplatin-induced cell death
increased MRN degradation, suggesting that this complex is one of the targets that favor cell death. These findings open the
possibility of using the induction of the degradation of the MRN complex after genotoxic damage as a potential therapeutic

strategy to eliminate tumor cells.

Cell Death & Differentiation (2023) 30:488-499; https://doi.org/10.1038/541418-022-01100-1

INTRODUCTION
Cisplatin (CDDP, cis-diamminedichloroplatinum ll) is a key drug in
the fight against cancer. Since its discovery, it has been widely
used in chemotherapy treatments. Currently, platinum-based
drugs are used for the treatment of many cancers, including
cervical, ovarian, testicular, head and neck, breast, bladder,
esophageal, stomach, prostate, and lung cancers [1]. Also, to treat
Hodgkin and non-Hodgkin lymphomas, neuroblastoma, sarcomas,
multiple myeloma, melanoma, and mesothelioma [2]. Cisplatin,
activated by intracellular hydrolysis of chlorides, binds to DNA to
form monoadducts as well as intra- and interstrand DNA cross-
links [3]. As a result, it causes inhibition of replication and
transcription, arrests the cell cycle, and, since cells cannot repair
DNA damage, induces cell death [4]. However, the use of cisplatin
is often limited by inherent or acquired chemoresistance, leading
to therapeutic failure. This is especially relevant after repeated
cycles of therapy, which can enhance the ability to repair DNA
damage to avoid cell death. Various mechanisms are involved in
the repair of DNA damage caused by cisplatin, such as nucleotide
excision repair, homologous recombination (HR), and nonhomo-
logous end joining (NHEJ), among others [5]. These observations
are the basis for the use of repair inhibitors to enhance the
therapeutic effects of DNA-damaging drugs [6].

Double-stranded breaks (DSBs) can be recognized by either the
MRN (MRE11-RAD50-NBS1) or the KU70/KU80 complexes. Binding

of the first complex prepares the breaks for HR repair, while
binding of the second leads to NHEJ [7]. The MRN complex is
made up of two subunits of MRE11, two subunits of RAD50, and
two subunits of NBS1, and functions in both DSB detection and
repair [8]. The recruitment of MRN to DNA damage sites is
mediated by its association with several proteins, such as yH2AX
or RAD17 [9, 10]. MRE11 is the key component of the MRN
complex, exhibiting both endonuclease and exonuclease activities
from 3'-5' [11]. The proteins UBQLN4, C1QBP, p97/VCP or GRB2
regulate the nuclease activity of MRE11 by preventing binding of
MRE11 to DNA or by removing MRE11 from damaged chromatin
[12-15].

It has been described that the decrease in DYNLL1, which binds
to and inhibits the resection activity of MRE11, restored HR in
BRCA1 mutant cells inducing resistance to cisplatin [16]. In fact,
BRCAT mutant patients with low DYNLL1 expression significantly
correlated with poor progression-free survival. Furthermore, it has
also been shown that NBST or RAD50 disruption enhanced
cisplatin chemosensitization in human tumor cells [17, 18]. These
and other findings relate the activity of the MRN complex to
platinum-based chemoresistance.

In yeast, activation of the DNA damage checkpoint induced
the degradation of core histones and the recruitment of
ubiquitin ligases and the proteasome to chromatin [19]. The
two main protein degradation pathways in eukaryotic cells are
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the ubiquitin-dependent proteasome system and the autop-
hagy/lysosomal pathway. In both cases, ubiquitylated proteins
are recognized and degraded by the proteasome or lysosome,
respectively [20]. Three enzymes are involved in the ubiquityla-
tion of proteins: E1 ubiquitin activating enzyme, E2 ubiquitin
conjugating enzyme, and E3 ubiquitin protein ligase. The E3
ubiquitin ligases are responsible for substrate recognition and
thus determine the specificity of the process. The proteasome
recognizes ubiquitylated substrates through its ubiquitin recep-
tors, removes ubiquitins, and proteins are digested to peptides
[21]. Alternatively, p62/SQSTM1 and other autophagy adaptor
proteins target ubiquitylated proteins to the entry of autopha-
gosomes through the LC3-ll protein. Autophagosomes fuse to
the lysosome to degrade content, including p62 and ubiquity-
lated proteins [22].

SCF (SKP1-CUL1-F-box protein) is a multisubunit ubiquitin ligase
comprised of three invariant components and an interchangeable
component, the F-box protein, which specifically binds to
substrates. FBXW?7, one of the F-box proteins of the SCF complex,
is encoded by a gene that appears frequently mutated or
suppressed in human cancers. For this and other reasons, FBXW7
is considered a tumor suppressor, although it may depend on the
cellular context [23, 24].

Based on a previous proteomic study, this paper analyzes the
association of FBXW7 with the MRN complex and its role in
response to platinum-based chemotherapies. We discuss the
importance of promoting MRN degradation by SCF (FBXW?7) to
avoid platinum resistance.

RESULTS

FBXW? induces lysosomal degradation of the MRN complex
In previous mass spectrometry studies of Flag FBXW7 immuno-
precipitates from transiently transfected COS-7 cells [25], we
identified a single peptide corresponding to MRE11 residues 468-
478 (Supplementary Fig. S1A). To verify that FBXW7 and Mre11 are
associated in vivo in normally growing cells, the presence of
MRE11 in Flag FBXW7 immune complexes was analyzed by
Western blotting. Figure 1A shows that not only endogenous
MRE11, but also NBS1 and RADSO0 interact directly or indirectly
with Flag FBXW?7. It also shows that these interactions are
specifically detected in the nuclear fraction of cells. Furthermore,
reciprocal co-immunoprecipitation experiments revealed that Flag
FBXW?7 also coprecipitated with MRE11, NBS1 and RAD50 immune
complexes, respectively (Fig. 1B). But, most importantly, FBXW7
and the MRN complex at endogenous levels bind to each other
under unstimulated physiological conditions, as we were able to
demonstrate using an anti-FBXW7 antibody (Fig. 1C and
Supplementary Fig. S1B). As at least in our hands, commercial
FBXW?7 antibodies do not work well in Western blot analyses, we
used coimmunoprecipitation of PLK1 as a positive control for the
good functioning of FBXW?7 immunoprecipitation [25]. To
determine whether the SCF (FBXW?7) ubiquitin ligase could be
involved in the stability of the MRN complex proteins, we first
analyzed the effect of proteasomal or lysosomal inhibitors on the
amount of MRN complex components. Treatment of U20S cells
with the proteasome inhibitor MG132 did not increase the levels
of MRE11, NBS1 or RAD50 (Supplementary Fig. S1C and
Supplementary Table S1). However, inhibition of lysosomal activity
by concanamycin A or ammonium chloride did induce an increase
in the amount of MRN in the nuclear fraction of these cells (left
and center panels of Fig. 1D, respectively, and Supplementary Fig.
S1D). The accumulation of BrCA1 after ammonium chloride
treatment was used as a control [26]. In addition, activation of
the autophagy/lysosome pathway using rapamycin or trehalose
caused a slight decrease in the levels of the proteins of the MRN
complex (right panels of Fig. 1D and Supplementary Fig. S1D).
Therefore, MBRN complex proteins are degraded through the
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lysosome. Next, we constructed lentivirus expressing FBXW7 or
FBXW7AF, which encodes a dominant negative form of FBXW7
[27], and infected U20S cells to study their effects on the MRN
complex. We found that FBXW7 decreased the amount of the
three proteins of the complex, while FBXW7AF prevented this
reduction (Fig. 1E and Supplementary Fig. STE). Cyclin E was used
as a known protein that is degraded by FBXW?7 [28]. Furthermore,
the treatment with concanamycin A avoided the degradation of
MRN due to SCF (FBXW?7) (Fig. 1F and Supplementary Fig. S1F).
Together, these results indicate that SCF (FBXW7?) induces the
degradation of the MRN complex by the lysosome.

MRN degradation is mediated by the Ub-p62-LC3 pathway
To learn more about the degradation of the MRN complex by SCF
(FBXW?7)/lysosome, we analyzed the ability of SCF (FBXW7) to
target proteins from the MRN complex for ubiquitylation in vivo.
HEK293T cells expressing epitope-tagged MRE11, NBS1 or RAD50,
and Myc Ub in the presence or absence of epitope-tagged FBXW7
were used to assess MRN ubiquitylation. We observed an increase
in K48-linked polyubiquitylation in each of the proteins when cells
were also transfected with FBXW7 (Fig. 2A). However, when we
examined the in vitro ubiquitylation of transcribed and translated
[**Sl-labeled MRE11, NBS1 or RAD50 by recombinant SCF (FBXW?)
produced in insect cells, only high molecular weight ubiquitylated
forms of MRE11 were detected (Fig. 2B). These results suggest that
MRE11 is the direct substrate of FBXW7 and that, once bound, SCF
(FBXW?7) also targets NBS1 and RADS5O0 for ubiquitylation.

Degradation of ubiquitylated proteins through the autop-
hagy/lysosome pathway is usually mediated by an ubiquitin-
binding protein (such as p62), which binds directly to
ubiquitylated proteins and to autophagosome-associated LC3
[29]. To determine the implication of these proteins in MRN
degradation, we explored the potential in vivo association of the
MRN complex with p62/LC3 by means of coimmunoprecipitation
assays. We detected the association between MRN and p62/LC3
by inhibiting lysosomal enzymes with ammonium chloride, an
interaction that was not observed using extracts from untreated
cells, probably because proteins were degraded by the lysosome
(Fig. 2C). Even more, knockdown experiments showed that
reduced expression of p62 or LC3 increased the levels of the
MRN complex proteins (Fig. 2D). Similar results were obtained
using cells transfected with siRNA FBXW?7 or an FBXW7 " cell line
(Fig. 2D and Supplementary Fig. S2). Overall, these data
demonstrate that degradation of MRN by the lysosome is
mediated by p62/LC3.

SCF (FBXW?7) promotes the association of MRN with p62/LC3
in the nuclei of U20S cells
The proteins of the MRN complex are mainly located in the
nucleus [30]. However, p62 and LC3 are found in both the
nucleus and the cytoplasm [29]. To find out where the
association of MRN with p62/LC3 takes place, we performed
subcellular fractionation experiments. By blocking lysosomal
activity with ammonium chloride, we showed that the in vivo
association of MRN with p62/LC3 occurs exclusively in the
nuclear fraction of U20S cells (Fig. 3A). However, these assays do
not rule out that there are also associations in the cytoplasm,
mainly because of the detection limitations of co-
immunoprecipitation experiments. Although, they would clearly
be less relevant than those in the nucleus. In the same vein, light
microscopy examination revealed that endogenous RAD50 (or
MRE11) and LC3 (or p62) are localized in the periphery of the
nuclei of cells treated with concanamycin A, which is not
observed in untreated cells (Fig. 3B and Supplementary Fig. S3A,
B, C). Therefore, we can conclude that the MRN-p62/LC3
interaction occurs primarily in the nuclei of U20S cells.

To establish the involvement of SCF (FBXW?7) in the MRN-p62/
LC3 association, we used U20S cells expressing FBXW7 or
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Fig. 1 FBXW?7 interacts with the MRN complex and induces its degradation by lysosomes. A COS-7 cells were transiently transfected with
pPCDNA3 Flag FBXW?7 and nuclear (NE) and cytosolic extracts (S100) immunoprecipitated with anti-Flag or normal mouse serum (IgG) as a
control. Immunoprecipitated materials were analyzed by Western blotting. Inp: the input lane was loaded with 1/20 of the extract used in
each assay. Data are representative of two independent experiments. B Similar to A, but using anti-MRE11, anti-NBS1, or anti-RAD50
antibodies. Data are representative of two independent experiments. C Nuclear extracts of U20S cells were used to immunoprecipitate
endogenous FBXW?7, and the obtained complexes were analyzed by immunoblotting. IgG: immunoprecipitation using normal rabbit serum,
as a control. Inp: the input lane was loaded with 1/20 of the nuclear extract. Western blot against PLK1 was used as a control of the efficiency
of FBXW?7 immunoprecipitation. Data are representative of three independent experiments. D U20S cells were treated with Con A (for the
indicated times), NH,Cl (24 h), rapamycin (Rapa, 16h) or trehalose (Tre, 24h), whole cell extracts or nuclear and cytosolic extracts
(where indicated) prepared, and membranes immunoblotted with the indicated antibodies. C: extracts of untreated cells. Western blots are
representative of at least three replicates. E Whole cell extracts from U20S or transduced U20S:HA FBXW7 or U20S::HA FBXW7AF cells were
electroblotted and probed with the indicated antibodies. Western blot against cyclin E was used as a control of the efficiency of FBXW7 or
FBXW7AF expression. F U20S:HA FBXW7 and U20S:HA FBXW7AF cells were treated or not with Con A (8 h) and analyzed by immunoblotting.
*non-specific band from a previous immunoblotting. Data from E and F are representative results from three independent experiments.
Quantitative fold change in proteins was determined relative to the loading control (x actinin or § actin).
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FBXW7AF from lentiviral constructs. We found that FBXW7 FBXW?7 induces the lysosomal localization of the MRN
increased the MRN-p62/LC3 association. But, most importantly, complex

the dominant negative mutant of FBXW7 almost completely As we have shown above, FBXW7 promotes, on the one hand, the
prevented the interaction (Fig. 3C and Supplementary Fig. S3D). association of the MRN complex with the autophagy machinery in
These results indicate that SCF (FBXW?7) is responsible for the cell nuclei and, on the other, the degradation of the complex by
MRN-p62/LC3 association in vivo. lysosomes. Then, we decided to carry out a more precise study to
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Fig.2 SCF (FBXW?) polyubiquitylates MRN proteins and these associate with p62/LC3. A HEK293T cells were transfected with the indicated
plasmids and treated with ammonium chloride 4 h before collection. Extracts were prepared and polyubiquitylated Flag MRE11, HA NBS1, or
HA RAD5O0 visualized after Western blot analysis of the corresponding immunoprecipitations. Brackets mark a ladder of bands corresponding
to polyubiquitylated proteins. B In vitro ubiquitylation assay of in vitro transcribed and translated MRE11, NBS1 or RAD50 labeled with [**S]
was carried out in the presence or absence of the following products: recombinant SCF (FBXW7) complex expressed in Sf21 insect cells, E1
(Hisg-E1), E2 (Hise-UbcH3 and UbcH5a), and ubiquitin (Ub). The samples were incubated at 30°C for 1 h and analyzed by SDS-PAGE and
autoradiography. Polyubiquitylated proteins appear as a ladder of bands. € U20S cells were treated or not with ammonium chloride for
24 hours prior to harvesting. NP40 extracts were used to immunoprecipitate endogenous MRE11, NBS1, or RAD50. Normal mouse or rabbit
sera (IgG) were used as a control. Complexes were analyzed by immunoblotting. C: extracts from U20S cells; NH,Cl: extracts from U20S cells
treated with ammonium chloride. *non-specific band. D U20S cells were interfered with the indicated siRNAs, and whole cell extracts were
blotted with the designated antibodies. The graphs show the quantification of protein levels using ImageJ software. Error bars represent the

iD (n=3). *p <0.05, *p<0.01, **p <0.001 (Student’s t-test).

distinguish between the cytosol and the microsomal fraction
enriched in lysosomes to determine whether MRN could also be
localized in that fraction. We were also interested in knowing the
potential role of FBXW7 in that localization. To do that, we first
tested various cell lines and found that Hela cells were the best
model to perform this research. Next, we prepared cytosolic,
lysosomal, and nuclear fractions and observed that inhibition of
lysosomal activity with ammonium chloride allowed us to detect
the components of the MRN complex in the lysosome-rich fraction
(Fig. 4A and Supplementary Fig. S4A). Furthermore, the presence
of FBXW7 from a lentiviral construct increased the lysosomal
localization of MRN, while another F-box protein such as BTrCP did
not (Fig. 4B, Supplementary Fig. S4B, and Supplementary Table
S2). Even more, the dominant negative version of FBXW?7 reduced
the presence of MRN in lysosomes compared to FBXW?7,
suggesting that this localization depends on its polyubiquitylation
by SCF (FBXW?7) (Fig. 4C, Supplementary Fig. S4C, and Supple-
mentary Table S$2). Similarly, microscopy studies of normally
growing cells showed that blocking lysosomal enzymes made it
possible to detect NBS1 in lysosomes visualized with an anti-
LAMP1 antibody (Fig. 4D, left panels, and Supplementary Fig. S4D).
However, the expression of FBXW7AF avoided this localization
(Fig. 4D, right panels, and Supplementary Fig. S4D). Taken
together, these results suggest that the MRN-p62/LC3 association
initially occurs in the nucleus, and then the MRN proteins move to
lysosomes to be degraded by the enzymes localized there.

The degradation of the MRN complex by the SCF (FBXW?7)/
lysosome pathway is increased after DNA damage-induced
cell death

Autophagy is induced by starvation and other cellular stressors
such as hypoxia, DNA damage, endoplasmic reticulum stress, or
pathogen infection [31]. To understand the physiological condi-
tions that increase MRN degradation by the autophagy/lysosome
pathway, we first evaluated the effect of serum deprivation. We
cultured Hela cells for 3 days in medium supplemented with
0.15% FCS and compared the amount of MRN with that found in
cells growing in complete medium. We observed that starvation-
induced autophagy, detected by increased levels of LC3-Il and
decreased levels of p62, did not induce degradation of the
proteins of the MRN complex (Fig. 5A and Supplementary Table
S3). As a control of autophagy induction, we blocked lysosomal
enzymes with concanamycin A under the same conditions. Next,
given the role of the MRN complex as a sensor of DNA damage,
we explored the effect of DNA-damaging agents such as cisplatin
or doxorubicin on MRN levels. We performed a dose-response
assessment between the concentration of cisplatin and the
amount of protein of the MRN complex after 24 hours of
treatment. We found that the amount of MRN decreased when
the concentration of cisplatin was sufficient to induce apoptosis,
as determined by PARP cleavage, caspase 3 activation, and the
appearance of cells positive for annexin V (Fig. 5B, C, and
Supplementary Table S3). Similar results were obtained when cells
were treated with doxorubicin (Supplementary Fig. S5 and
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Supplementary Table S4). Moreover, both treatments entailed an
increase in autophagy, which was observed with the LC3-ll and
p62 markers. To confirm that the decrease in the proteins of the
complex was due to their degradation by the lysosome, we
inhibited lysosomal activity with ammonium chloride during
treatment with cisplatin. This compound not only inhibits
lysosomal enzymes, but also enhances cisplatin cytotoxicity and
caspase activity [32]. Under these conditions, the proteins of the
complex did not decrease (Fig. 5D and Supplementary Table S3).
Not only that, the reduction of FBXW7 levels in knockdown
experiments, confirmed by the increase in cyclin E, also prevented
the degradation of the proteins of the MRN complex due to
cisplatin (Fig. 5E and Supplementary Table S3). Subsequently, we
checked whether the observed degradation of MRN proteins led
to an increase in the lysosomal localization of the MRN complex
elicited by FBXW?7. To do this, we analyzed the localization of the
MRN complex in lysosomes using light microscopy in U20S and
U20S:HA FBXWZAF cells treated with cisplatin and concanamycin
A to block autophagic flux. Figure 6 shows that treatment with
concanamycin A in U20S cells (Fig. 6A, left panels, and Fig. 6B)
allows to detect a partial localization of NBS1 in the lysosomes,
which increases substantially when the cells are treated with
cisplatin and concanamycin A (note the arrow). However, the
expression of FBXW7AF (Fig. 6A, right panels, and Fig. 6B) avoids
this localization. Finally, to find out whether overexpression of
FBXW7AF, which reduces MRN degradation (Supplementary Fig.
S6), would lead to a decrease in sensitivity to cisplatin, we
performed a cell viability assay. We generated a stable
doxycycline-inducible U20S cell line overexpressing HA FBXW7AF
and compared the number of colonies that appeared after
cisplatin treatment when it expressed HA FBXW7AF versus when it
did not. Figure 6C shows that FBXW7AF increases the viability of
cisplatin-treated cells. Namely, the increase of SCF (FBXW?7)
substrates, among which MRN are included, favors cell viability
after DNA damage. Overall, we can conclude that SCF (FBXW?7)
induces polyubiquitylation and degradation of the MRN complex,
especially after suffering catastrophic DNA damage, through the
autophagy/lysosome pathway. Under these conditions, FBXW7
enhances cisplatin-induced cell death.

DISCUSSION

The F-box proteins are the determinants of the specificity of SCF
ubiquitin ligase complexes, and, through their substrates, they
participate in multiple cellular processes. Specifically, the F-box
protein FBXW?7 regulates stability of numerous proteins involved
in cell-cycle regulation, proliferation, differentiation, and apopto-
sis. FBXW?7 primarily targets oncoproteins, such as cyclin E, PLK1,
AURKA, c-MYC, mTOR, NOTCH, MCL1 or ¢c-JUN, but also tumor
suppressors such as p53 [24]. Consistent with that, the FBXW7
gene appears mutated in a wide variety of cancers. In fact, 3.23%
of 46 305 human cancers analyzed had mutations in FBXW?7,
especially endometrial cancer, colorectal cancer, cervical cancer,
and esophagogastric adenocarcinoma [33].
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In this work, we found that endogenous FBXW? is associated
with the MRN complex in normally growing mammalian cells,
inducing its degradation through the autophagy/lysosome path-
way. Autophagy is a highly selective process that occurs in all
eukaryotic cells to recycle defective or useless proteins or
organelles. It takes place both under physiological conditions
and after being induced by various cellular stresses [34].
Nucleophagy is a subtype of selective autophagy that targets
nuclear components. It is involved in maintaining cell home-
ostasis, at least in some organisms, and when it is disturbed,
various pathologies can occur, including cancer [35]. FBXW7
induces the polyubiquitylation of MRN, which allows its associa-
tion with p62/LC3 and, therefore, its degradation by lysosomes. In
fact, FBXW7AF, which prevented the ubiquitylation of the MRN
complex, largely reduced the interaction of MRN with p62/LC3. To
support these results, both MRN and p62/LC3 have a perinuclear
location when cells are treated with lysosomal inhibitors, similar to
that found when other nuclear components are degraded by
lysosomes [36]. Moreover, rapamycin treatment of U20S cells also
reduced the MRN protein complex, as described for the
degradation of other autophagic substrates [37]. Taken together,
our data reveal that FBXW?7 is involved in the regulation of basal
levels of the MRN complex. Furthermore, to our knowledge, this
would be the first or one of the first physiological types of
mammalian nucleophagy described to date [38].

Several reports have implicated FBXW7 in the response to DNA
damage, due to ubiquitylation of several key regulatory proteins
such as p53, PLK1 or SOX9 [23, 25, 39], and in DNA damage repair.
Regarding this last process, FBXW7 promotes K48-linked polyubi-
quitylation and degradation of BLM, an ATP-dependent RecQ DNA

Cell Death & Differentiation (2023) 30:488 -499

helicase involved in the regulation of HR and NHEJ DSB repair
pathways [40]. Moreover, FBXW7 also polyubiquitylates XRCC4, in
this case through the K63 linkage, to enhance DNA binding of
KU70/KU80 and facilitate NHEJ repair [41]. Now, we provide
evidence showing that DNA damage-induced cell death increases
the degradation of MRN by the FBXW7/lysosome. We found that
in vivo treatment of cells with chemotherapeutic agents such as
cisplatin or doxorubicin did not alter the stability of the MRN
complex, unless the drug concentrations used induced cell death.
These results suggest that, while the damage caused by these
agents can be repaired, the MRN complex remains intact to perform
its function as a sensor for DNA breaks. In contrast, when damage
exceeds the ability of cells to repair DNA, DNA break sensors should
be degraded to promote, or at least not interfere, cell death. In fact,
the expression of a dominant negative mutant of FBXW7 reduced
cell death after cisplatin treatment, although we cannot guarantee
that it is solely due to the greater stability of MRN. In a similar way,
some studies have associated cell death with the loss of nuclear
KU70 and KUS80, or with the cytosolic accumulation of these
proteins [42]. It was reported that oxidative stress-induced
apoptosis in pancreatic acinar cells caused caspase-dependent
degradation of KU proteins and decreased KU binding to nuclear
transporters, which subsequently resulted in a reduction in nuclear
KU70/KU80 [43]. Conversely, in the early stages of cancer, in which
uncontrolled cell proliferation occurs, KU levels and their ability to
bind to DNA increase. Repair of high DNA damage would prevent
further genomic instability [44]. Other authors correlated the
reduction in KU proteins after transient focal cerebral ischemia in
mice with apoptotic DNA fragmentation, suggesting that loss of KU
and consequent failure of the DNA repair mechanism could
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Fig. 4 The MRN complex is localized in lysosomes in a FBXW7-dependent manner. A Subcellular fractions were prepared from Hela cells
treated or not with ammonium chloride for 24 h, as described in Materials and Methods. The amount of proteins used from the cytosolic,
lysosomal, and nuclear fractions represented 5%, 30%, and 2.5% of the total proteins of each fraction, respectively. The extracts were
immunoblotted with the indicated antibodies. The purity of the fractions was tested with anti-a Tubulin (cytosolic fraction), anti-Histone H1
(nuclear fraction), and anti-LAMP1 (lysosome-rich fraction). B The lysosomal fractions of HelLa, Hela:HA BTrCP, and Hela:HA FBXW?7 treated or
not with ammonium chloride for 24 h were prepared as in A. Equal amounts of protein were analyzed by SDS-PAGE and immunoblot. C.
Similar to B using the indicated cell lines. *non-specific band. Quantitative fold change in proteins was determined relative to the LC3 protein.
Data from A, B, and C are representative results from 1-3 independent experiments. D U20S and U20S:HA FBXW7AF cells treated or not with
Con A for 8 h were analyzed by light microscopy. Yellow arrows indicate magnified areas (x2). The bars represent 10 um.

contribute to DNA fragmentation [45]. Gama et al, however, showed
that apoptosis induced by different drugs increased ubiquitylation
and degradation of KU70 through the proteasome [46]. On the basis
of these findings, it is conceivable that MRN degradation via the
autophagy/lysosomal pathway may contribute to DNA damage-
induced cell death.

Overexpression of the MRN complex has been reported to be
associated with the appearance of cisplatin-resistant tumor cells,
leading to a poor prognosis [47]. Therefore, the importance of
finding compounds that prevent the repair of damage caused by
cisplatin is highlighted to avoid the appearance of resistant cells
and induce the death of tumor cells. In fact, for years there have
been attempts to find an inhibitor or combination of inhibitors
that allows the elimination of these tumor cells with some
encouraging results [48, 49]. Based on our results showing that
induction of apoptosis after DNA damage increases MRN
degradation, we could suggest that if we were able to increase
the specific degradation of MRN by FBXW7/lysosome after
cisplatin treatment, tumor cells could be eliminated, preventing
the appearance of resistance to genotoxic drugs. A small molecule
could be designed to enhance MRN degradation, similar to those
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described previously [50]. Furthermore, since it is a physiological
degradation, perhaps a lower dose of cisplatin could degrade MRN
in the presence of that compound, thus preventing drug toxicity
in the patient. However, further studies are required to probe
this idea.

MATERIALS AND METHODS

Plasmids, cloning, and sequencing

pCDNA3 Flag FBXW7, pCMVHA FBXW?7, and pCMVHA FBXW7AF have
been previously described [25, 51]. pCMV6 Flag MRE11 and pRG4 Myc
Ub were from Origene (Rockville, MD, USA) and ATCC (Manassas, VA,
USA), respectively. pCMVHA RAD50, pCMVHA NBS1, pLenti 6.3 HA
FBXW?7, pLenti 6.3 HA FBXW7AF, pLenti 6.3 HA BTrCP and pCDNA5 FRT/
TO-HA FBXW7AF were obtained by cloning the corresponding PCR
fragments in pCMVHA [52] or plenti 63 or pCDNA5 FRT/TO from
Addgene (Watertown, MA, USA). The sequences of the constructs were
verified on both strands with an automatic sequencer.

Viral transductions
Recombinant lentivirus expressing HA FBXW7, HA FBXW7AF or HA BTrCP
were produced in the HEK293T cell line. Cells were transfected using Xfect
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Fig. 5 Cisplatin-induced cell death increases the degradation of the MRN complex through FBXW?7/lysosome. A Hela cells were grown in
serum containing complete medium (10% FCS) or in serum starved medium (0.15% FCS) treated or not with Con A 8h before harvesting.
Whole cell extracts were electroblotted and probed with different antibodies. B U20S cells were incubated with different concentrations of
cisplatin (CDDP) for 24 h. Whole cell extracts were analyzed by immunoblotting. C Percentage of annexin V positive U20S cells treated as in B
detected by flow cytometry. Error bars represent the SD (n= 3). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (Student’s t-test). D U20S cells were treated
or not with CDDP (50 pM) or with CDDP and ammonium chloride for 24h and whole cell extracts analyzed by Western blotting. Unt:
untreated cells. E U20S cells transfected with siRNA FBXW?7 (or siRNA EGFP as a control) were treated with CDDP (50 pM) for 24 h. Whole cell
extracts were electroblotted and probed with the indicated antibodies. All of data are representative of at least two independent experiments.
Quantitative fold change in proteins was determined relative to the loading control (x tubulin or p actin).

reagent (Clontech, Mountain View, CA, USA) with the following plasmids:
one derivative of pLenti6.3 as described above and pMD2-G, pMDLg-pRRE
and pRSV-Rev (Addgene). After 48 h of transfection, the cell supernatant
was harvested and passed through a 0.45 um Puradisc 25 mm filter (GE
Healthcare, Little Chalfont, UK). Subsequently, the viruses were concen-
trated using a Lenti-X concentrator (Clontech). Cells were transduced with
supernatant containing lentivirus for 24 h, and transduced cells were
selected after seven days in 20 ug/ml blasticidin (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

Cell culture, transient and stable transfections, drugs, and cell
lysis

Routinely, COS-7, U20S, A549, Hela, and HEK293T cells (from ATCC) and
derivatives were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
from BioWest, Nuaillé, France as described [53]. The COS-7, U20S, Hela
and HEK293T cell lines were recently authenticated by STR profiling.
DLD1 and DLD1 FBXW7 '~ cells [54] were grown in McCoy's 5A medium
(BioWest) supplemented with 10% (v/v) foetal calf serum (FCS), 100 pg/
ml streptomycin and 100 U/ml penicillin from Gibco. A U20S cell line
with inducible expression of HA FBXW7AF was also constructed as
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previously described [55] using pCDNAS FRT/TO-HA FBXW7AF, pOG44
(Addgene) and the U20S Flp In T-REx host cell line [56]. 72h after
transfection, cells were selected in DMEM with 10% tetracycline-free
foetal bovine serum (Gibco) supplemented with 100 pug/ml of hygro-
mycin (Gibco). The expression of the resulting foci was tested. Gene
expression was induced by the addition of 2 pg/ml doxycycline (DOX,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 24h. Serum starvation was
obtained by growing Hela cells for 3 days in medium supplemented
with 0.15% FCS. The DNA constructs were transiently transfected by
electroporation or by using a lipid transfection reagent (Xfect, Clontech).
Cells were harvested and lysed 18h or 48h after transfection,
respectively. Where appropriate, transfected cells were retransfected
with other plasmids. In the indicated experiments, cells were treated
with cisplatin (CDDP, Sigma-Aldrich), doxorubicin (Dx, Sigma-Aldrich),
MG132 (20 uM, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), ammonium
chloride (40 mM, Sigma-Aldrich), concanamycin A (Con A, 50 nM, Sigma-
Aldrich), rapamycin (10 pM, Sigma-Aldrich) and trehalose (100 mM,
Sigma-Aldrich), and harvested at various times.

Whole cell extracts were prepared at 4°C in 420 mM Nadcl, 50 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 0.5% sodium deoxycho-
late, 1% Nonidet P-40 (NP40), 10% glycerol, 1 mM phenylmethylsulfonyl
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Fig. 6 Cisplatin-induced increase of MRN in lysosomes is prevented by FBXW7AF. A U20S and U20S::HA FBXW7AF cells treated or not with
cisplatin (CDDP) for 24 h and/or Con A for 8 h were analyzed by light microscopy. Yellow arrows indicate magnified areas (x2). The bars
represent 10 um. B Percentage of U20S versus U20S:HA FBXWZAF cells displaying NBS1 in lysosomes (visualized with anti-LAMP1) after
cisplatin (CDDP) and Con A treatment. A minimum of 50 cells were analyzed in triplicate for each condition. Student’s t-test was used to
determine statistical significance. ****p <0.0001. C Colony assays showing cell viability for U20S Flp In T-REx HA FBXW7AF cells induced or not
with doxycycline (DOX) and treated with CDDP (30 uM) for 4 h. Colony forming units from initial 5 x 10> and 10* cells of each condition were
quantified using ImageJ software, and represented in graphs. Error bars represent the SD (n = 3). **p < 0.01 (Student's t-test).

fluoride (PMSF), 1 pg/ml aprotinin, 1pg/ml pepstatin, 1 ug/ml leupeptin
and 10 pg/ml chymostatin for 20 min, and sonicated. The extracts were
centrifuged at 20,000 g for 20 min and the supernatants were frozen in
liquid nitrogen and stored at —80°C. Protein concentration was
determined using the Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Electrophoresis, Western blot analysis, and antibodies

Proteins were separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) and gels were electroblotted onto nitrocellulose membranes
and probed with the following antibodies: anti-HA-peroxidase mono-
clonal antibody (#12013819001, Roche, Basel, Switzerland); anti-cyclin E
(sc-377100), anti-MRE11 (sc-135992), anti-BrCA1 (sc-6954), anti-histone
H1 (sc-393358), anti-a actinin (sc-17829) and anti-p53 (sc-126) mono-
clonal antibodies, and anti-MCL1 (sc-819) polyclonal antibody (Santa
Cruz Biotechnology); anti-a tubulin (T9026), anti-B actin (A5441) and
anti-Flag (F3165) monoclonal antibodies, and anti-p62 (SAB5701338)
polyclonal antibody (Sigma-Aldrich); anti-PARP (#551024) and anti-cyclin
B (#610220) monoclonal antibodies (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA); anti-PLK1 (#05-844) and anti-yH2AX (#05-636) monoclonal
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antibodies (EMD Millipore, Merck, Darmstadt, Germany); anti-cleaved
caspase-3 (#9664), anti-NBS1 (#14956) and anti-K48 (#8081) polyubiqui-
tin monoclonal antibodies (Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA); anti-RAD50 monoclonal antibody (GTX70228, GeneTex, Irvine, CA,
USA); and anti-LC3 (NB100-2220) and anti-LAMP1 (NB120-19294)
polyclonal antibodies (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA).
Peroxidase-coupled donkey anti-rabbit IgG (NA934V) and sheep anti-
mouse IgG (NA931) were obtained from GE Healthcare. Immunoreactive
bands were visualized using the Enhanced Chemiluminescence Western
blotting system (ECL, GE Healthcare).

Protein level quantification was carried out using Image) software
(Image Processing and Analysis in Java; National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA; http://imagej.nih.gov/). Original Western blots for all
relevant figures are shown in “Supplementary Data/Original blots".

Co-immunoprecipitation experiments

1-2mg of protein from cytosolic and nuclear fractions or NP40 extracts
(420mM NaCl, 10 mM Tris-HCO (pH 7.5), 1% NP40, 10% glycerol, 1 mM
PMSF, 1 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml pepstatin and 1 pg/ml leupeptin,
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centrifuged and then diluted to 150 mM NaCl) were incubated with normal
mouse (sc-2025) or rabbit (sc-2027) sera (Santa Cruz Biotechnology) for
30 min and subsequently with protein G or A-sepharose beads (GE
Healthcare), respectively, for 1h at 4°C. After centrifugation, the beads
were discarded and the supernatants incubated for 2 h with anti-FBXW?7
(A301-720A, Bethyl laboratories, Montgomery, TX, USA), anti-Flag (F3165,
Sigma-Aldrich), anti-MRE11 (#4847, Cell Signaling Technology), anti-NBS1
(#14956, Cell Signaling Technology), anti-RAD50 (NB110-60483, Nowus
Biologicals) or with normal mouse or rabbit sera, followed by protein G or
A-sepharose beads for 1h. The beads were washed, and the bound
proteins were solubilized by adding SDS sample buffer and heated at 95 °C
for 5min.

Subcellular fractionation
Cytosolic extracts (5100) and nuclear extracts (NE) were prepared as
described [57].

The lysosome-enriched cellular fraction was obtained as previously
described [58]. Briefly, cells were resuspended in hypotonic buffer
(40 mM KCl, 5 mM MgCl,, 2 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH 7.5) for 30 min
on ice. Later, they were homogenized by shearing through a 28.5-gauge
needle 30 times. After centrifugation at 1000 g for 10 min, the super-
natant was centrifuged again at 12,000g for 10min. This second
supernatant was the cytosolic fraction, while the pellet, enriched for the
lysosome, was further washed in an isotonic buffer (150 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, 2 mM EGTA, 10 mM HEPES pH 7.5) and dissolved in a lysis buffer
(1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 7.5) for further
analysis.

Knockdown experiments

Cells were transfected with FBXW7a-, LC3- or p62-siRNA [58, 59] using the
Oligofectamine method (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) to suppress the
expression of endogenous genes. EGFP-siRNA [58] was used as a non-
specific control. Cells were harvested 48 h after transfection and the
reduction in protein levels was confirmed by Western blotting.

In vitro and in vivo ubiquitylation assays

In vitro ubiquitylation was performed in a volume of 10 pl containing
50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 5mM MgCl,, 0.6mM DTT, 2mM ATP, 0.5 pg
recombinant SCF (FBXW?7) complex expressed in Sf21 insect cells, 1.5 ng/pl
E1 (Hiss-ubiquitin-activating enzyme, Boston Biochem, Cambridge, MA,
USA), 10 ng/ul Hiss-UbcH3 (E2, Boston Biochem), 10ng/ul UbcH5a (E2,
Boston Biochem), 2.5 pg/ul ubiquitin (Sigma-Aldrich), 1 pM ubiquitin
aldehyde (Boston Biochem), and 1 ul [°S}]-methionine-labelled in vitro
transcribed/translated MRE11, NBS1 or RAD50, as substrate. The reactions
were incubated at 30°C for Th and analyzed by SDS-PAGE and
autoradiography.

In vivo ubiquitylation experiments were performed in HEK293T cells
transfected with the indicated plasmids and treated with ammonium
chloride 4 h before harvesting. Cells were washed in phosphate-buffered
saline (PBS), lysed at 95°C for 15 min in NP40 buffer supplemented with
5% SDS and 10 mM iodoacetamide, and then diluted four times in NP40
buffer supplemented with 10 mM iodoacetamide. Epitope-tagged MRE11,
NBS1, or RAD50 were immunoprecipitated and proteins separated by SDS-
PAGE, electroblotted, and probed with different antibodies.

AnnexinV binding assays

U20S cells were treated with CDDP or Dx for 24 h. One million cells were
washed in cold PBS and resuspended in 100 pl of annexin V binding buffer
containing 5 ul propidium iodide and 5 pl of annexin V-FITC (Annexin
V-FITC apoptosis detection kit |, BD Biosciences), incubated for 15 min at
room temperature in the dark and diluted in 400 ul of annexin V binding
buffer. Fluorescence was measured on a FACSCanto Il cytometer (BD
Biosciences) within 1 h. Cell populations (viable, early apoptotic, and late
apoptotic) were identified by measuring fluorescence on FITC-A and
PerCP-Cy5-5-A channels. Annexin V binding assays were repeated three
times in independent experiments. Data were analyzed using Diva
software.

Immunofluorescence microscopy

Cells were grown on coverslips, fixed in —20°C 100% methanol for 10 min
on ice, and permeabilized with 0.25% Triton X-100 for 10 min at room
temperature (RT). Cells were incubated with blocking buffer (1% BSA, 0.1%
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Tween 20 in PBS) for 1h at RT. Coverslips were incubated with primary
antibodies for 1h at RT, washed three times with 1% PBS and once with
blocking buffer, and incubated with the appropriate fluorescent secondary
antibody for 1 h at RT. The coverslips were then washed three times with
1% PBS and mounted on microscopy slides using mounting reagent with
DAPI (Ibidi GmbH, Gréfelfing, Germany). Staining was analyzed using a
Leica DMi8 inverted microscope with a 63x oil-immersion objective using
the same laser parameters. All microscope images were analyzed with
ImageJ software. Primary antibodies used: anti-RAD50 mouse monoclonal
antibody (GTX70228, GeneTex), anti-NBS1 rabbit monoclonal antibody
(#14956, Cell Signaling Technology), anti-MRE11 mouse monoclonal
antibody (sc-135992, Santa Cruz Biotechnology), anti-p62 rabbit polyclonal
antibody (NBP1-49955, Novus Biologicals), anti-LC3 rabbit polyclonal
antibody (NP100-2220, Novus Biologicals) and anti-LAMP1 mouse mono-
clonal antibody (sc-20011, Santa Cruz Biotechnology).

Cell viability assays

Briefly, U20S Flp In T-REx HA FBXW7AF cells were induced or not by
adding 2 pg/ml DOX for 24 h, and then treated with CDDP (30 uM) for 4h
and washed. After 24h, 5x 10° and 10° cells of each condition were
seeded in 6-well plates and incubated for 8-12 days. Subsequently,
colonies were stained with 0.5% crystal violet solution in methanol for
20 min, washed, and air-dried. Stained colonies were counted using Image)J
software. All assays were carried out in triplicate.

Quantification and statistical analysis

Statistical details of the experiments (number of replicates and use of
standard deviation) are included in the Figure Legends. Statistical analyses
were performed with unpaired Student's t-tests. Significance is indicated in
the figures as *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001 and ****p < 0.0001.
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Supplementary Figure S1. Effect of lysosomal and proteasomal inhibitors on the
degradation of RAD50, NBS1 and MRE11 mediated by SCF (FBXW?7).

A. ldentification of MRE11 as a new FBXW?7 interacting protein. Tandem mass
spectrometry spectrum of a single peptide corresponding to the MRE11 protein. The
diagram shows fragment ions corresponding to main fragmentation series (b-amino and
y-carboxy). B. NP40 or nuclear extracts from monkey COS-7 cells and human A549
cells, respectively, were used to immunoprecipitate endogenous FBXW?7, and the
obtained complexes were analyzed by immunoblotting. IgG: immunoprecipitation using
normal rabbit serum, as a control. Inp: the input lane was loaded with 1/20 of the
extract. Western blot against PLK1 was used as a control of the efficiency of FBXW7
immunoprecipitation. The data are representative of three independent experiments. C.
U20S cells were treated with MG132 for the indicated times, whole cell extracts
prepared, and membranes immunoblotted with the indicated antibodies. C: extracts of
untreated cells. Data are representative of at least two independent experiments. D. The
graphs show the quantification of BrCA1 and MRN levels from figure 1D using ImageJ
software. E. The graph shows the quantification of MRN and cyclin E levels from
figure 1E using ImageJ software. F. The graph shows the quantification of MRN levels
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from figure 1F using ImageJ software. Error bars represent the SD (n = 3). *p < 0.05,
**p < 0.01 *¥**p <0.001, ****p <0.0001 (Student’s t test).
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Supplementary Figure S2. Expression level of MRN complex proteins in DLD1
FBXW77 cells.

A. Whole cell extracts from DLD1 and DLD1 FBXW7 cells were prepared, transferred
and blotted with the indicated antibodies. B. The graph shows the quantification of
MRN levels from the supplementary figure S2A using ImageJ software. Error bars
represent the SD (n = 3). ***p <0.001 (Student’s t test).
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Supplementary Figure S3. MRE11, NBS1, and RAD50 have the same localization in
normally growing U20S cells, and are localized in the nuclear periphery, along with
LC3 and p62, after Con A treatment.

A. U20S cells were grown on coverslips, fixed and incubated with the indicated
antibodies, as described in Materials and Methods. Staining was analyzed using a Leica
DMi8 inverted microscope with a 63x oil-immersion objective using the same laser
parameters. All microscope images were analyzed with ImageJ software. The bars
represent 10 um. B. Quantification of U20S cells treated or not with Con A for 8 h
showing RAD50 and LC3 in the nuclear periphery. NP: nuclear periphery. Error bars
represent the SD (n = 3). ****p < 0.0001 (Student’s t test). C. Similar to B, but
quantifying the percentage of cells showing MRE11 and p62 labeling at the nuclear
periphery. D. Comparison of the levels of the proteins of interest in the nuclear extracts
of cells U20S, U20S::HA FBXW?7 and U20S::HA FBXW7AF treated with ammonium
chloride used in the experiment of Figure 3C.
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Supplementary Figure S4. Comparison of the percentage of U20S versus U20S::HA
FBXWT7 AF cells treated with Con A displaying NBS1 in lysosomes.

A, B, C. Ponceau staining from filters used in figures 4A, B, C. Images show the similar
load level of the lanes of each fraction. D. Quantification of Con A-treated U20S and
U20S::HA FBXW7A4F cells showing NBS1 in lysosome visualized with anti-LAMPL1.
Error bars represent the SD (n = 3). ****p <(0.0001 (Student’s t test).
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Supplementary Figure S5. Doxorubicin-induced cell death increases the degradation
of the MRN complex.

A. U20S cells were incubated with different concentrations of doxorubicin (Dx) for 24
h. Whole cell extracts were analyzed by immunoblotting. Western blots are
representative of two replicates. B. Percentage of annexin V positive U20S cells treated
as described before were detected by flow cytometry. Error bars represent the SD (n =
3). *p <0.05, **p <0.01 (Student’s t test).
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Supplementary Figure S6. Expression level of MRN complex proteins in U20S Flp In
T-REx HA FBXW74F.

Whole cell extracts from U20S Flp In T-REx HA FBXW7A4F treated or not with
doxycycline (DOX, 2 ug/ml) for 24 h were analyzed by Western-blotting.
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SUPPLEMENTARY TABLES

Supplementary Table S1. Densitometric analysis of replicate immunoblots similar to

that shown in Supplementary Figure S1.

| FmGsic |
RAD50
Replicate 1| Replicate 2 |Mean value SD
Control 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
1h MG132 0.87112 0.93232 0.90172 0.04327
2h MG132 0.76978 0.81255 0.79117 0.03024
4h MG132 0.79488 0.84197 0.81843 0.03330
8h MG132 0.87854 0.91098 0.89476 0.02294
NBS1
Replicate 1| Replicate 2 |Mean value SD
Control 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
1h MG132 1.05455 1.12476 1.08966 0.04965
2h MG132 1.14955 1.06564 1.10760 0.05933
4h MG132 0.97023 0.89655 0.93339 0.05210
8h MG132 0.81993 0.78564 0.80279 0.02425
MRE11
Replicate 1| Replicate 2 |Mean value SD
Control 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
1h MG132 1.08055 1.09776 1.08916 0.01217
2h MG132 1.12121 1.20966 1.16544 0.06254
4h MG132 0.77033 0.81843 0.79438 0.03401
8h MG132 0.89476 0.91878 0.90677 0.01698
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Supplementary Table S2. Densitometric analysis of replicate immunoblots similar to

that shown in Figure 4.

| FIG 4B
RAD50
Replicate 1 | Replicate 2| Mean value SD
Hela + NHaCl 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
Hela:HA [ TrCP + NHCl 0.79133 0.92455 0.85794 0.09420
Hela:HA FBXW?7 + NHaCl 1.71881 1.60121 1.66001 0.08316
NBS1
Replicate 1 PRepIicate 2 P Mean value SD
Hela + NHaCl 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
Hela::HA [ TrCP + NH4Cl 0.89021 + 0.78388 } 0.83705 0.07519
Hela:HA FBXW7 + NHaCl 1.89176 2.04655 1.96916 0.10945
MRE11
Replicate 1 FRepIicate 2| Mean value SD
Hela + NH4Cl 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
Hela::HA [ TrCP + NHaCl 1.10912 F 0.95077 1.02995 0.11197
Hela:HA FBXW?7 + NH4Cl 2.76812 3.04955 2.90884 0.19900
FIG 4C
RAD50
Replicate 1 | Replicate 2| Mean value SD
Hela + NH4Cl 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
Hela:HA FBXW?7 + NHCl 3.21176 2.85532 3.03354 0.25204
Hela:HA FBXW7 A F + NH4Cl  1.58055 1.21832 1.39944 0.25614
NBS1
Replicate 1 | Replicate 2| Mean value SD
Hela + NHaCl 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
Hela:HA FBXW?7 + NHCl 3.47777 3.19465 3.33621 0.20020
Hela:HA FBXW7 A F + NH4Cl 1.80811 1.68475 1.74643 0.08723
MRE11
Replicate 1 | Replicate 2| Mean value SD
Hela + NH4Cl 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
Hela:HA FBXW?7 + NH4Cl 2.06634 1.80855 1.93745 0.18229
Hela:HA FBXW7 A F + NH4Cl 0.38844 0.75187 0.57016 0.25698
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Supplementary Table S3. Densitometric analysis of replicate immunoblots similar to

that shown in Figure 5.

| FIG 5A
RAD50
Replicate 1 Replicate 2 Mean value SD
10% FCS 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
0.15% FCS 1.45222 1.59178 1.52200 0.09868
0.15% FCS + ConA 1.38088 1.54465 1.46277 0.11580
NBS1
Replicate 1 Replicate 2 Mean value SD
10% FCS 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
0.15% FCS 1.32433 1.38854 1.35644 0.04540
0.15% FCS + ConA 1.20882 1.31874 1.26378 0.07773
MRE11
Replicate 1 Replicate 2 Mean value SD
10% FCS 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
0.15% FCS 1.35676 1.45454 1.40565 0.06914
0.15% FCS + ConA 1.44098 1.60567 1.52333 0.11645
FIG 5B
RAD50
Replicate 1 | Replicate 2 | Mean value SD
0 uM CDDP 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
10 uM CDDP 1.07087 1.25342 1.16215 0.12908
30 pM CDDP 0.67865 0.79122 0.73494 0.07960
50 uM CDDP 0.74455 0.65065 0.69760 0.06640
70 uM CDDP 0.34376 0.28865 0.31621 0.03897
NBS1
Replicate 1 | Replicate 2 | Mean value SD
0 uM CDDP 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
10 uM CDDP 1.64087 1.50878 1.57483 0.09340
30 pM CDDP 1.48345 1.57186 1.52766 0.06252
50 uM CDDP 0.57066 0.63487 0.60277 0.04540
70 uM CDDP 0.12954 0.20176 0.16565 0.05107
MRE11
Replicate 1 | Replicate 2 | Mean value SD
0 uM CDDP 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
10 uM CDDP 1.17477 1.03954 1.10716 0.09562
30 uM CDDP 1.14843 1.19129 1.16986 0.03031
50 uM CDDP 0.37745 0.43491 0.40618 0.04063
70 pM CDDP 0.15533 0.24722 0.20128 0.06498
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FIG 5D

RADS0
Replicate 1 | Replicate 2 | Mean value SD
Unt 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
CDDP 0.49097 0.60566 0.54832 0.08110
CDDP + NH4Cl 0.90122 0.96466 0.93294 0.04486
NBS1
Replicate 1 LRepIicate 2 LMean value SD
Unt I 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
CDDP 0.42276 0.54512 0.48394 0.08652
CDDP + NHaCl 0.78843 0.87012 0.82928 0.05776
MRE11
Replicate 1 | Replicate 2 FMean value SD
Unt 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
CDDP 0.38043 0.48843 + 0.43443 0.07637
CDDP + NH4Cl r 1.08922 0.93456 1.01189 0.10936
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FIG 5E

RADS50
Replicate 1 L Replicate 2 + Mean value SD
Unt 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
CDDP + siRNA EGFP 0.18045 0.19188 0.18617 0.00808
CDDP + siRNA FBXW?7 1.19177 r 1.27754 1.23466 0.06065
CDDP + siRNA EGFP + ConA 1.18045 1.32132 1.25089 0.09961
CDDP + siRNA FBXW?7 + ConA 1.02754 1.05531 1.04143 0.01964
NBS1
Replicate 1 | Replicate 2 + Mean value SD
Unt [ 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
CDDP + siRNA EGFP 0.52766 0.63552 0.58159 0.07627
CDDP + siRNA FBXW7 1.22199 1.34365 1.28282 0.08603
CDDP + siRNA EGFP + ConA 1.13176 1.18099 1.15638 0.03481
CDDP + siRNA FBXW?7 + ConA 1.15154 1.00961 1.08058 0.10036
MRE11
Replicate 1 L Replicate 2 L Mean value SD
Unt 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
CDDP + siRNA EGFP 0.24454 0.18376 0.21415 0.04298
CDDP + siRNA FBXW?7 0.74772 0.61455 0.68114 0.09417
CDDP + siRNA EGFP + ConA 0.44876 0.48832 0.46854 0.02797
CDDP + siRNA FBXW?7 + ConA 0.64452 0.62787 0.63620 0.01177
Cyclin E
Replicate 1 | Replicate 2 Mean value SD
Unt 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
CDDP + siRNA EGFP 2.90232 3.40956 3.15594 0.35867
CDDP + siRNA FBXW7 5.24456 6.32786 5.78621 0.76601
CDDP + siRNA EGFP + ConA 2.51877 3.14032 2.82955 0.43950
CDDP + siRNA FBXW?7 + ConA 5.23077 6.56176 5.89627 0.94115
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Supplementary Table S4. Densitometric analysis of replicate immunoblots similar to
that shown in Supplementary Figure S5.

RAD50
Replicate 1 | Replicate 2| Mean value SD
0 uM Dx 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000

0.25 uM Dx | 0.98232 1.07076 1.02654 0.06254
0.5 pM Dx 0.92112 0.89098 0.90605 0.02131

1 uM Dx 0.94987 1.08999 1.01993 0.09908
2.5 pM Dx 0.42876 0.52455 0.47666 0.06773
NBS1
Replicate 1 | Replicate 2| Mean value SD
0 uM Dx I 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000

0.25 uM Dx | 0.94434 1.02955 0.98695 0.06025
0.5 uM Dx 0.92111 0.98954 0.95533 0.04839

1 pM Dx 0.53453 0.46886 0.50170 0.04644
2.5 pM Dx 0.32966 0.29292 0.31129 0.02598
MRE11
Replicate 1 | Replicate 2| Mean value SD

0 nM Dx [ 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
0.25 uMDx | 0.78821 0.92965 0.85893 0.10001
0.5 pM Dx 0.52176 0.69987 0.61082 0.12594
1 puM Dx 0.21943 0.30766 0.26355 0.06239
2.5 pM Dx 0.23887 0.28551 0.26219 0.03298

247



