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1. RESUMEN

La Mitofusina 2 (Mfn2) es una GTPasa de la membrana externa mitocondrial, clave en
el proceso de fusion mitocondrial; cuya deficiencia se ha asociado con algunos tipos de
cancer. Durante el proceso de biogénesis del cancer se originan un conjunto de cambios
de expresion génica, epigenéticos y metabdlicos en la célula que conducen a la
inmortalizacién y trasformacion celular.

Los cambios metabdlicos originados en el proceso de inmortalizacion y trasformacion
celular incrementan la utilizacion de aminoacidos, lipidos y glucosa por diferentes rutas
metabdlicas, a través de mecanismos de reprogramacién metabdlica celular. Mfn2
parece jugar un papel relevante en la reprogramacién metabdlica. Nuestro laboratorio
ha demostrado que la perdida de funciéon de Mfn2 conduce a un incremento en la
utilizacion de aminoacidos, tales como glutamina y cistina, por la célula.

En este proyecto nos interesa investigar en que paso del proceso de inmortalizacion y/o
trasformacion celular, la proteina mitocondrial Mfn2 jugaria un papel relevante para
conducir a un cambio metabdlico requerido para sostener la proliferacion celular. Con
este fin, generamos una serie de lineas celulares inmortales a partir de cultivos primarios

de piel de ratén y humano adulto.

Los resultados de este trabajo mostraron que la inmortalizacion de fibroblastos
parentales de humano y ratén, produce un cambio fenotipico, caracterizado por; la
disminucion del tamafio celular, la formacién de grupos de células, y el aumento de la
proliferacion. Interesantemente, la inmortalizacién de fibroblastos humanos parentales
mediante la expresion de SV40L o Ras G12V, produce un aumento de la expresion de
la proteina Mfn2. Similares resultados fueron observados en los fibroblastos de ratén
inmortalizadas con SV40L.

Para investigar la participacion de Mfn2 en el proceso de inmortalizacion, generamos
células humanas knockdown en la expresion de la proteina Mfn2, utilizando un vector
lentiviral que expresan un shRNA dirigido al mRNA de Mfn2. Nuestros estudios con
cristal violeta mostraron que el silenciamiento de Mfn2 en células inmortales promueve
la proliferacion celular, indicando que esta proteina podria estar involucrada en
potenciar el proceso de transformacion celular.

Por otra parte, durante la inmortalizacién con SV40L, se incrementa la expresion de
proteinas involucradas en el ciclo de Krebs, tal como la subunidad C de la enzima
succinato deshidrogenasa (SDHC), y en el metabolismo de aminoacidos, como la
asparagina sintetasa (ASNS), cuyos genes son activados durante la reprogramacion

metabdlica de aminoacidos.



Palabras clave: telomerasa, oncogenes, senescencia replicativa, reprogramacion

metabdlica, fibroblasto



2. INTRODUCCION

Las mitocondrias son organelos altamente dinamicos cuyas funciones estan asociadas
con funciones esenciales para mantener la viabilidad celular; entre ellas, la sintesis de
ATP, lipidos e intermediarios del ciclo de Krebs necesarios para la biosintesis de
aminoécidos’. En la célula, la red mitocondrial es continuamente remodelada a través
del balance entre la fusién y fision mitocondrial. Asi, la morfologia mitocondrial varia

desde esferas individuales a tubos largos interconectados 2.

La fision mitocondrial implica la fragmentacién de una mitocondria en dos entidades
separadas, y es un proceso que involucra la membrana externa mitocondrial (OMM). El
proceso de fision mitocondrial no solo es un mecanismo para dar origen a nuevas
mitocondrias, sino que su activacion también se ha asociado con la disfuncion
mitocondrial que ocurre en algunas patologias. Una disminucion de la respiracion y
potencial mitocondrial conduce a la induccién de la fision mitocondrial como un
mecanismo celular para el control de calidad mitocondrial. A través de este mecanismo
se eliminan mitocondrias dafiadas por alteraciones en el DNA mitocondrial o por la
acumulacién de estrés oxidativo.
Las proteinas responsables del proceso de fision mitocondrial son:
- La proteina citosodlica Drp1, la cual mediante la directa interaccion con el factor de
fision mitocondrial (Mff), Mid51 y Mid49 localizados en la OMM promueva la fision

de las mitocondrias.

Por otro lado, en la fusidon mitocondrial se produce la uniéon de mitocondrias para formar
una red mitocondrial elongada. Una red fusionada y continua esta relacionada con una
mayor produccion de adenosin trifosfato (ATP), debido al acoplamiento optimizado de
la cadena respiratoria mitocondrial; ademas, la fusion mitocondrial permite la
mantencion y estabilidad del DNA mitocondrial.

La fusion mitocondrial es un proceso unico que involucra tanto la membrana externa

mitocondrial (OMM) como la membrana interna mitocondrial (IMM), que deben ser

reorganizadas de manera coordinada para mantener la integridad del organelo. Este
proceso esta mediado por: '

- Las GTPasas de la OMM Mitofusina 1 (Mfn1) y Mitofusina 2 (Mfn2), responsables
de la fusion de la OMM, las cuales a través de un mecanismo de tethering
(interaccion entre dos membranas, mediada por factores de anclaje, que interactuan
con ambas membranas) de proteinas permiten el acercamiento y fusion de las

membranas mitocondriales externas.



- La GTPasa OPA1 (Optic atrophy 1), que media la fusion de la IMM.

El grupo de investigacion donde he realizado el TFG ha demostrado que Mfn2 modula
la utilizacion de glucosa. Ademas, pacientes con enfermedades metabdlicas muestran
una disminucion en la expresion de esta proteina.® Nuestro interés es investigar como
Mfn2 modula el metabolismo celular y, como los cambios de expresion de esta proteina

modulan el metabolismo en diferentes modelos celulares.

21. Mitofusina 2 (Mfn2)

En mamiferos, la mitofusina 2 (Mfn2), y su homologa la Mitofusina 1 (Mfn1), pertenecen
a la familia de GTPasas transmembrana mitocondriales. Estas proteinas fueron
caracterizadas por primera vez en Drosophila melanogaster, y en eucariotas, esta
familia proteica tiene homologos desde levaduras hasta humanos, con propiedades

estructurales conservadas a lo largo de las diferentes especies. 2

Estructura de la proteina Mfn2

La Mfn2 es una proteina que se compone de 757 aminoacidos y es expresada de
manera ubicua (se expresa en todos los tejidos). Su estructura contiene un dominio
citosdlico GTPasa largo en el extremo N-terminal, seguido de un dominio hélice
superenrrollada (HR1), una region rica en prolina (PR) , dos dominios transmembrana
(TM) secuenciales que atraviesan la OMM y un segundo dominio HR2 citosélico en el

extremo C-terminal (Figura 1).4
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Figura 1. Estructura de la Mitofusina 2 (Mfn2).

Funciones (Mfn2)

La Mfn2 ademas de tener un rol importante en la fusion mitocondrial, como se ha

explicado anteriormente, posee distintas funciones:



1. Regulacion del metabolismo energético y la abundancia de ROS. Mfn2 modula la
respiracion en células de cultivo en tejidos in vivo. La pérdida de funcion de Mfn2 ha
sido asociada con un bajo potencial de la membrana mitocondrial, reduccion del
consumo de oxigeno, inhibicidn de la oxidacién de glucosa, piruvato y acidos grasos;
y baja actividad enzimatica de los complejos I, Il, lll y V de la cadena respiratoria.

Ademas, la ausencia de Mfn2 esta asociada a un aumento de los niveles de ROS.2°

2. Mfn2 es un regulador clave en los lugares de contacto entre el reticulo
endoplasmatico (ER) y mitocondria. Se proporciona asi la base fisica para la
intercomunicacion entre estos organelos en la sefializacion del Ca*. La
sobreexpresion de Mfn2 induce apoptosis, lo que se ha relacionado con un contacto

mitocondria-ER y transferencia de Ca** excesivo." ®

3. Mfn2 regula la sefalizaciéon de insulina. La pérdida de funcion de Mfn2 reduce el
consumo de glucosa por los tejidos, aumenta los niveles de insulina en plasma e
incrementa la resistencia a insulina en los tejidos, alterando la capacidad celular
para responder a la insulina. En pacientes con Diabetes tipo Il y Obesidad la

expresion de Mfn22 se ve reducida."”

4. Mfn2 esta implicada en la autofagia y el control de calidad mitocondrial. La autofagia
es esencial para el mantenimiento de la masa y funcién muscular, y disminuye
durante el envejecimiento. El envejecimiento los niveles proteicos de Mfn2 se ve

reducidos y esta alteracion esta asociada con una disminucién de la autofagia.> 2

2.2. Mfn2y cancer

La alteracion de la mitocondria causa multiples enfermedades; normalmente, debido a
deficiencias en la creacion de energia en las células afectadas. Algunas de estas
enfermedades son: LHON, MELAS, la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth 2A,
Obesidad o Diabetes tipo II; y han sido asociadas con alteraciones en la expresion o

mutaciones en el gen de Mfn2.

Asimismo, los desordenes mitocondriales pueden causar cancer. Las células
cancerosas estan normalmente en un estado de estrés oxidativo cronico y metabdlico.
En cancer de mama, bajo condiciones de prolongado estrés metabdlico, se ha

observado una reduccion de Mfn2. Ademas, clinicamente, se ha correlacionado una



menor expresion de Mfn2 con mas tumores de mama malignos; lo que apoya la

propuesta del rol de Mfn2 como supresor de tumores.

Varios mecanismos podrian justificar el rol de Mfn2 en el desarrollo y progresiéon de

enfermedades neoplasicas:

La mitocondria juega un papel central en la apoptosis, por lo que cualquier modificacion
en el sistema de fusién mitocondrial cambia la percepcion de la mitocondria a los
estimulos apoptoticos. Ademas, la proteina Mfn2 interactia con componentes de la
familia proapoptética bcl-2, mas concretamente con Bax y Bak. De hecho, se ha descrito
que Mfn2 colocaliza con Bax, sugiriendo una accion de control en la apoptosis.

También se ha demostrado que la inhibicion de Mfn2 aumenta la sensibilidad a
apoptosis, mientras que la sobreexpresion de Mfn2 causa una suspension de la
respuesta apoptotica. Asi, se cree que Mfn2 podria bloquear la proliferaciéon y provocar

apoptosis de una forma dependiente de la dosis y el tiempo.*

Por otro lado, Mfn2 tiene un rol fundamental en la regulacion del calcio. Y varios
resultados demuestran la habilidad de las células tumorales para influenciar la
sefalizacion de Ca*" intracelular, promoviendo su proliferacién y supervivencia.
Ademas, la accion de Mfn2 en el flujo de Ca?* podria ser relevante en el proceso de
metastasis, debido a que Ca* es uno de los principales reguladores de la migracion

celular.*

Recientes estudios han demostrado que el silenciamiento de Mfn2 promueve la
proliferacion en cancer de vejiga y metastasis; mediante la regulacion de la via de
sefializacion Wnt/B-catenina.® Estos resultados indican que Mfn2 es un supresor de
tumores candidato en cancer de vejiga, y podria ser explorado como objetivo para

potenciales tratamientos clinicos.®

En muchos tipos de cancer se observan grandes alteraciones en la morfologia
mitocondrial, tales como fragmentacion mitocondria y disminucion el nimero de crestas
mitocondriales, que han sido asociadas con cambios en el metabolismo de las células
cancerosas. Entre los cambios en el metabolismo, se observan cambios de fosforilacion
oxidativa mitocondrial a glucdlisis, efecto Warburg. En células de mioblasto C2C12 en
las cuales se ha silenciado la expresion Mfn2 , ocurre un cambio de metabolismo para
un incremento en la utilizacion de aminoacidos, especificamente cistina y glutamina, y

esto puede contribuir como parte del mecanismos asociado cancer (Figura 2).
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Figura 2. Células knockdown para Mfn2 requieren aminoacidos para la supervivencia y
proliferacion. A) Tincion cristal violeta de células de mioblasto C2C12 en las cuales se ha silenciado la
expresion de Mfn2 Mfn2la supervivencia celular se analizé después de 30 horas en ausencia de
aminoacidos no esenciales. B) Curso temporal de la supervivencia celular de células en las cuales se ha
silenciado la expresion de Mfn2. Scr; células control que expresan un shRNA Scrambler; siMfn2: células
que expresan un shRNA Mfn2.

2.3. Inmortalizacién y transformacion de células humanas

Uno de los muchos fenotipos que caracterizan a las células malignas es la habilidad de
ignorar los mecanismos intrinsecos y extrinsecos que normalmente regulan el
crecimiento celular.

Los fibroblastos humanos normales, in vitro, se dividen un numero limitado de veces
antes de entrar en un estado irreversible, denominado senescencia replicativa, en el que
se detiene la proliferacion, pero permanecen metabdlicamente activos. '

Varias lineas de investigacion identifican tres vias moleculares como reguladores
criticos de la senescencia replicativa. Estos reguladores incluyen el mantenimiento de

los telomeros y las vias de las proteinas supresoras de tumores p53 y pRB.

Mantenimiento de teldbmeros

Los telémeros, son nucleoproteinas que constituyen el final de los cromosomas, y
protegen a los cromosomas del reconocimiento de la maquinaria de reparacion del DNA
y otros dafios. Estos se van acortando de manera constante en las progresivas
divisiones celulares en células humanas. Este acortamiento se debe a que el DNA
telomérico no se copia por completo en las divisiones celulares y a que la enzima
responsable de mantenimiento de los telémeros, la telomerasa, esta estrechamente

reprimida en la mayoria de células somaticas humanas. En contraste, la mayoria de
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células inmortalizadas humanas expresan telomerasa, y la longitud de los telémeros se

mantiene estable.

La telomerasa es una ribonucleoproteina compuesta por una subunidad de RNA,
hTERC, que es expresada de manera ubicua; y una subunidad catalitica que es una
proteina transcriptasa inversa, hTERT; cuya expresién esta correlacionada con la

actividad telomerasa en células inmortales, como se ha descrito anteriormente.

La expresion ectopica de hTERT en fibroblastos humanos pre-senescentes confiere
actividad telomerasa, lo que resulta en un alargamiento o estabilizacion de los
telémeros, permitiendo que estas células sobrevivan a la senescencia replicativa. La
sobreexpresion de hTERT ha sido ampliamente usada en la literatura como una
herramienta para generar células humanas inmortales, sin que se originen alteraciones

el cariotipo o un fenotipo de tumoral.

Proteinas supresoras de tumores y requladores del ciclo celular

Aunque el mantenimiento de los teldmeros tiene un rol importante en la senescencia
replicativa, se ha reconocido que las vias supresoras de tumores p53 y pRB juegan un

papel importante regulando el inicio de la senescencia replicativa.

Por ejemplo, la expresion de la proteina SV40LT (Simian Virus Large T oncoprotein), en
células presenescentes, que inactiva ambas vias de supresion de tumores (pRB y p53),
permite que estas células sobrevivan a la senescencia replicativa. Aunque estas células

continuan reprimiendo hTERT y los telomeros se acortan con la proliferacion celular.

En contraste con células que expresan telomerasa, las células en las que las vias pRB
y p53 han sido perturbadas no son inmortales, pero atraviesan la senescencia
replicativa, hasta llegar a un segunda barrera proliferativa, denominada crisis celular. La
crisis celular se distingue de la senescencia en que la muerte celular ocurre en presencia
de divisién celular. La crisis ocurre debido al acortamiento critico de los teldmeros que
han perdido su habilidad de proteger a los cromosomas, en el contexto de la pérdida de
p53.

Apoyando esta hipétesis, las células inmortales que han sobrevivido la crisis, presentan
longitudes telomeéricas estabilizadas, sugiriendo que solo las células que mantienen
longitudes teloméricas estables sobreviven. De este modo, la sobreexpresion de hTERT

mas SV40L es utilizada como un modelo de inmortalizacién de células humanas, en el

-12-



cual se produce la inhibicidn de la senescencia replicativa e activacion de la fase S del
ciclo celular.

Es importante destacar que las células inmortales que han atravesado la crisis no son
células transformadas, y fallan en la produccién de tumores, aunque presenten
anormalidades cromosomicas y alteraciones en la funciéon de las vias supresoras de
tumores pRB y p53. 2 Entendiéndose como célula transformada, aquella que ha sufrido
una reprogramacion celular, provocando una proliferacion descontrolada, con la

habilidad de producir tumores.

Asi, se sabe que la adquisicion del estado inmortal es requerida, pero no suficiente, para
la transformacion celular con oncogenes. La introduccion de pares de oncogenes como
myc y ras a cultivos celulares primarios de roedores lleva a una transformacién celular
directa. Por otro lado, en fibroblastos humanos la expresion de mycy ras induce cambios
en la morfologia celular, pero falla en la produccion de tumores, y finalmente entra en

un estado de retencion de la proliferacion.

Las células de ratones, al contrario que en la mayoria de células humanas, expresan
actividad telomerasa detectable, y se observa que los telomeros se mantienen mucho
mas tiempo que en humanos. Estas observaciones sugieren que en la esperanza de

vida replicativa de ratones no esta limitada por la longitud de los telomeros.

Por lo tanto, los oncogenes que transforman fibroblastos murinos a células
transformadas fallan a la hora de transformar células humanas, debido a la pérdida de

los telomeros, que limita la esperanza de vida replicativa de estas."’
Se ha demostrado que la coexpresion de hTERT junto con SV40 y el alelo oncogénico
Hras, permite la transformacién de células humanas, confirmando el rol de la telomerasa

en la transformacion de células humanas. '

La generacion de lineas celulares inmortalizadas y/o transformadas a partir de cultivos

primarios (parentales) presenta varias ventajas:

- Las lineas celulares obtenidas provienen de cultivos primarios de tejidos adulto, los

cuales son tejidos terminalmente diferenciados.

- Las células humanas inmortalizadas y /o trasformadas mediante la transduccién de

hTERT, SV40L y Ras G12V permiten estudiar la biogénesis del cancer usando la
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expresion de factores proteicos que se han visto involucrados en la formacion de

tumores.

La produccion de lineas celulares inmortales y/o trasformadas a partir del cultivo
primario de origen parental permite estudios moleculares de células con el mismo
background genético. Esto es una gran ventaja en comparacion a modelos celulares
utilizados rutinariamente; ya que en la mayor parte de los casos no se conoce con

precision célula parental de donde provienen estas lineas tumorales.

El mismo origen parental de estas lineas celulares permite analizar a través del
tiempo los cambios gendmicos, de expresion génica o epigenética que se originan

durante la trasformacion y/o inmortalizacion de una célula parental.

El presente TFG tiene como objetivo investigar los cambios mitocondriales y

metabdlicos que se originan durante el proceso de inmortalizacion y trasformacion

celular. Para ello generamos una serie de lineas celulares inmortales a partir de cultivos

primarios de piel de raton y humano adulto. Nuestra meta es investigar en que paso del

proceso de inmortalizacién y/o trasformacion la proteina mitocondrial Mfn2 jugaria un

papel relevante para conducir a un cambio metabdlico celular requerido para sostener

la proliferacion de estas células.

Hipétesis de trabajo

La pérdida de funcion de Mfn2 favorece la inmortalizacion y/o trasformacion celular.

Objetivos

1.

2.

3.

Generar lineas celulares inmortalizadas y/o transformadas mediante la traduccion
retroviral de hTERT, SV40L y Ras G12V.

Determinar en qué etapa de la inmortalizacion/transformacion celular disminuyen los
niveles de expresion de Mfn2. Para ello se analizaran los cambios en la expresion
de Mfn2 y otras proteinas del metabolismo que participan en la dinamica

mitocondrial mediante Western blot en los distintos modelos celulares generados.
Analizar la participacion de Mfn2 en la proliferacion celular. Con este objetivo, se

silenciara la expresion del gen de Mfn2 en los modelos celulares mencionados

previamente utilizando shRNA (short harpin RNA) dirigido al gen de Mfn2.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cultivo celular

Se generaron lineas celulares inmortalizadas/transformadas a partir de cultivo primario

de fibroblasto de piel de humano y de ratén adulto (Figura 3).

Transduccion
retroviral hTERT

Transduccion

retroviral SV40L

Transduccién

Fibroblasto de piel humano
inmortalizado + SV40

retroviral Ras G12V

Cultivo primario de fibroblasto de
piel humano adulto

Fibroblasto de piel humano

Fibroblasto de piel humano
inmortalizado + Ras G12V

inmortalizado

Transduccién
retroviral SV40

Transduccion

lentiviral scrambler

Transduccion

Fibroblasto de piel humano
inmortalizado scramble

lentiviral shMfn2

Fibroblasto de piel humano
inmortalizado shMfn2

Transduccién
adenoviral Cre-GFP

Cultivo primario de fibroblasto de piel
de ratén adulto

Fibroblasto de piel de ratén

Fibroblasto de piel de ratén
inmortalizado + GFP (control)

inmortalizado

Figura 3. Lineas celulares g

eneradas.

3.1.1. Células humanas:

Transduccién
adenoviral Cre-GFP

Fibroblasto de piel de raton
inmortalizado + Cre-GFP

Fibroblastos de piel humanos adultos fueron adquiridos de Cell Aplication INC, 106-

05A. Para generar las lineas inmortales humanas, los cultivos primarios de fibroblastos

humanos fueron transducidos con un vector de expresion retroviral de la transcriptasa

de la telomerasa (hTERT). Ademas, a partir de los fibroblastos humanos inmortalizados

se generaron lineas transformadas humanas mediante la sobreexpresion retroviral de

SV40L o Ras G12V.

Por otra parte, para analizar los efectos de la perdida de funciéon de Mfn2 en células

humanas, también se generaron lineas de fibroblastos humanos knockdown para Mfn2;

mediante un vector lentiviral que codifica un shRNA dirigido al MRNA de Mfn2 humano.

-15 -




3.1.2. Células de ratoén:

Los cultivos primarios de fibroblastos de piel de ratéon fueron obtenidos a partir de
explantes de piel de ratones adultos de 3 meses de edad. Estos ratones han sido
modificados genéticamente mediante la adiccién de 2 secuencias de recombinacion
LoxP que flanquean al gen de Mfn2 . A partir de los fibroblastos de ratén adulto se
generaron lineas inmortales de raton mediante vectores retrovirales que expresaban la
proteina SV40L. Ademas, se generaron células knockout para Mfn2 a partir de
fibroblastos inmortalizados con SV40L, mediante la transduccién adenoviral de la

enzima Cre.

Las células fueron cultivadas en medio DMEM (11966-025) (Dulbecco’s modified
Eagle’s médium) (Thermo Fisher Scientific™) con 10% de suero bovino fetal,
penicilina/estreptomicina (100U/ml); en una atmoésfera humidificada a 37°C, bajo
condiciones del 5% CO. en aire.

Ademas, el medio de cultivo fue suplementado con MEM 10X (aminoacidos no

esenciales) y 2-mercaptoetanol 0,5mM (31350-010).

Para la manipulacion de las células se trabajé en un ambiente estéril en la Cabina de

seguridad microbioldgica de Clase Il Bio Il Advance Plus (Telstar®).

Por otro lado, la produccién de los diferentes virus y la manipulacion de células con
estos se realizd en la Cabina de seguridad bioldgica tipo II A/B CYTOSTAR 12321,
TELSTAR®. Con medidas de seguridad nivel 2 (BL2).

El cultivo celular de fibroblastos ratén se realizé siguiendo el protocolo 1.

3.2. Western Blot

El analisis de la expresion proteica de las distintas lineas celulares fue realizado
mediante la técnica Western Blot. La cuantificacion total de proteina de las muestras se
realizé a través del Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Protein Assay Kit.

Para la electroforesis se fraccionaron 30 ug de proteina de cada linea celular en geles
de acrilamida al 10% (porcentaje 6ptimo para detectar la Mfn2 y a-tubulina), y al 15%
para detectar proteinas de interés de menor masa molecular.

El revelado de membrana fue llevado a cabo mediante el ECL™ Western Blotting

Reagents, y el sistema Odyssey® Fc.
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La cuantificacién de las bandas reveladas mediante el Odyssey® Fc se realizo con el
software Image Studio™ Lite Software.

Los anticuerpos utilizados, fueron los descritos en la Tabla 1:

Tabla 1. Anticuerpos utilizados

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
Mitofusina 2 | Mitofusin-2 Rabbit Ab, (#9482, Cell Signaling | Donkey Anti-Rabbit IgG (HRP), (#711-035-
Technology®) 152, Jackson ImmunoResearch)
Dilucién 1:10000 1:10000
a -tubulina Monoclonal anti-a-Tubulin mouse Ab, Goat Anti-Mouse 1gG (HRP), (#A4416,
(T5168, Sigma-Aldrich™) Sigma- Aldrich™)
Dilucién 1:10000 1:10000
SDHC Anti-SDHC mouse Ab, (#MBS9216068, Donkey Anti-Rabbit IgG (HRP), (#711-035-
MyBioSource) 152, Jackson ImmunoResearch)
Dilucién 1:1000 1:10000
Asparagine Asparagine Synthetase Rabbit Ab (#20843, Donkey Anti-Rabbit IgG (HRP), (#711-035-
Synthetase Cell Signaling Technology®) 152, Jackson ImmunoResearch)
Dilucién 1:1000 1:10000

Esta técnica fue realizada siguiendo el Protocolo 2.

3.3. Plasmidos utilizados

Se utilizaron los plasmidos comerciales pBABE-puro SV40 LT (#13970, addgene), pCL-
Eco (#12371, addgene), pAmpho (#15799, addgene), pBABE-neo largeTcDNA (#1708,
addgene), pBabe-vHras-zeo (#17756, addgene) y pBABE-hygro-hTERT (#1773,
addgene) para la produccion de los distintos vectores retrovirales. La generacion de
lentivirus se realizd mediante los plasmidos psPAX2 (#12260, addgene), pMD2.G
(#12259, addgene) y pLKO.1-puro Scrambler (#SHC001V) , o siMfn2 (sh82684) estos
ultimos de MISSION® Sigma- Aldrich™.

Los mapas de los plasmidos se encuentran en el apartado Figuras de los Anexos.

3.4. Transduccion adenoviral de la proteina CRE-GFP

Para general las células de raton knockout de Mfn2, realizo la transduccion adenoviral
de la proteina Cre recombinasa fusionada a la proteina fluorescente verde (Ad5Cre-
GFP) y el control, solo GFP; a células de raton inmortalizadas con SV40L. Para la

transduccion adenoviral se utilizé una concentracion de 200 MOI de virus por célula. Los
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vectores adenovirales fueron obtenidos de la Unidad de Vectores Virales (University of

lowa).

3.5. Produccion de vectores retrovirales y lentivirales

Los lentivirus y los retrovirus fueron producidos en células HEK 293T. Para la produccién
de vectores retrovirales de raton las células fueron transfectadas con el vector de
empaquetamiento viral ecotropico, pCL-Eco y pBABE-puro SV40 LT, que contiene la
secuencia codificante del antigeno T largo SV40. Para la produccién de retrovirus

humanos se utilizé un plasmido pAmpho con tropismo para células humanas.

La produccion lentiviral se realizé mediante los plasmidos de empaquetamiento lentiviral
de segunda generacion psPax2, que contiene los genes de Gag, Pol, Rev, y Tat; y
pMD2.G, que contiene un gen que codifica para VSV-G y pLKO.1 puro Scrambler o
pLKO.1 puro si Mfn2, el cual es un vector lentiviral que expresa un shRNA dirigido al
gen de Mfn2.

Ademas, en ambos casos se utilizo el polimero de transfeccion PEI MAX 40K, y NaCl
150mM. Los virus fueron cultivados en una atmoésfera humidificada a 37°C, al 5%
CO2/95% O2. A las 24h las células fueron trasladadas a un ambiente humidificado a
33°C, al 5% CO0./95% O., favoreciendo asi la exocitosis de los distintos virus en el

medio, donde fueron recolectados.

El proceso de produccion, infeccion y seleccion de virus se encuentra detallado en el

protocolo 3.

3.6. Microscopia

Para observar la viabilidad celular y determinar el numero de células se utilizdé un
microscopio Eclipse TS100 (Nikon) y se hicieron micrografias con aumentos utilizando
objetivos de 10X y 20X. El numero de células fue determinando mediante el uso de una
Céamara de Neubauer. Las células en suspension fueron contadas utilizando un objetivo
4X, se contabilizaron los 4 cuadrantes laterales y se obtuvo el promedio de células por
cuadrante (X). El nimero de células por ml se calculé mediante la férmula:

Recuento cdmara de Neubeauer: X de los 4 cuadrantes X 10.000 = N células/ml

Para analizar la morfologia de las distintas lineas celulares se utiliz6 un microscopio

invertido de campo claro y epifluoresencia (Inverted Routine Microscope ECLIPSE Ts2-
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FL, Nikon). Las células fueron analizadas con un objetivo de 10 y 20X; para detectar la

fluorescencia de la proteina fluorescente verde (GFP) se utilizé un filtro BP520/60nm.

3.7. Analisis de la proliferacién celular

El analisis de la proliferacion celular de las diferentes lineas celulares generadas se
realiz6 mediante la técnica de tincion cristal violeta. Se contaron 200.000 células de
cada linea celular y se sembraron en pocillos de 35 mm. Trascurridos 72h de cultivo, se
quito el medio y se eliminaron las células muertas. Las células adheridas fueron fijadas
con paraformaldehido al 4% por 15 min y luego se tifieron por 1h con Cristal Violeta al
0,2%. Después de varios lavados con PBS1X, las células se incubaron con acido acético

al 10% para liberar el Cristal Violeta asociado a las células fijadas.

Finalmente, se determind la absorbancia a 595 nm utilizando un espectrofotdmetro de
placas de 96 pocillos Sunrise, Tekan. Los detalles de esta técnica se describen en el

protocolo 4 de la informacion suplementaria.

3.8. Anadlisis estadistico

El analisis estadistico de, al menos, 3 replicados de cada condiciéon experimental fue
realizado por medio de la prueba t de Student, pareado y de 2 colas. Un valor p<0,05
fue considerado significativo. Los graficos son representados como el promedio + SEM

(error estandar).
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4. RESULTADOS

4.1. Generacion de lineas inmortales de ratén LoxP Mfn2, mediante la expresion
retroviral de la proteina SV40L.

Con el fin de investigar las alteraciones celulares inducidas durante el proceso de

inmortalizacion celular, utilizamos como modelo cultivos primarios de fibroblastos de piel

proveniente de raton macho adulto LoxP Mfn2, de 3 meses de edad.

Estos cultivos primarios de células de fibroblasto fueron inmortalizados mediante la
expresion retroviral del antigeno L derivado del papilomavirus SV40. La proteina del
Antigeno L de SV40 expresada en el vector retroviral, interactia e inhibe la actividad de
la proteina p53 y retinoblastoma (RB); conduciendo a la desregulacién del ciclo celular,
y provoca la proliferacion celular ',

Las células que sobreexpresaban el antigeno L y coexpresan el gen de seleccion Neo
(aminoglicosido 3-trasferase) fueron seleccionadas con el antibiético neomicina (Figura
S4).

Mediante microscopia Optica, se observaron cambios en el fenotipo entre el cultivo
primario de fibroblasto y el cultivo de fibroblasto inmortalizado con SV40L. En el
fibroblasto parental (Figura 4A), se observo una célula de dimensiones 20.239 pm?,
completamente diferenciada, caracterizada por proyecciones citoplasmaticas delgadas
(filopodios), y prolongaciones anchas y laminares (lamedipodios).

A) B)

Figura 4. A) Fibroblasto de raton parental (cultivo primario) 10X. B) Fibroblasto de ratén
inmortalizado con SV40L 10X. La flecha indica un fibroblasto que mantiene el fenotipo parental a partir
del cual se originé una colonia de células inmortales.
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Por otra parte, en los cultivos de fibroblastos inmortalizados con SV40L, se observé

pérdida de la diferenciacion celular, las células muestran un fenotipo redondeado y
crecen formando grupos de células. Ademas, se observé una disminucion significativa
del tamafio celular, 261 pm?; comparativamente, una célula trasformada es 10 veces de

menor tamafo que la célula parental.

Por otra parte, se observd la aparicion de nuevas células inmortales a partir del
fibroblasto parental que ha adquirido SV40L (Figura 4B), esta células crecen cerca del

fibroblasto parental y representan la aparicién de un clon de células inmortalizadas.

4.2. Generacion de lineas inmortales humanas mediante la sobreexpresion
retroviral de la transcriptasa de la telomerasa (hTERT).
De manera paralela a la generacion de lineas inmortales de ratén, se generaron lineas
inmortales de fibroblasto humano mediante la expresion retroviral de la transcriptasa de
la telomerasa, hTERT. Esta enzima mantiene la replicacion de los teldmeros celulares
y mantiene la proliferacion celular evitando la senescencia ''. El vector retroviral ademas
sobreexpresa el gen higromicina fosfotransferasa, que otorga resistencia a la
higromicina, antibidtico que fue utilizado para la seleccion de las células que co-

expresan hTERT.

Mediante el analisis por microscopia se observé un cambio de fenotipo entre el cultivo
primario de fibroblasto y el cultivo de fibroblasto inmortalizado de piel de humana. En el
fibroblasto parental (Figura 5A), se observo una células de grandes dimensiones 32.200
um?, alargadas debido a la aparicion de proyecciones citoplasmaticas delgadas

(filopodios).

Por otra parte, en el fibroblasto inmortalizado que sobreexpresa hTERT, se observd
pérdida de la diferenciacion celular, y una reduccion considerable del tamafo celular
5.000um?. Ademas, se observa la formacion de nuevas células en colonias a partir del

fibroblasto parental que ha adquirido hTERT (Figura 5B).
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Figura 5. A) Fibroblasto de piel humana parental 10X. B) Fibroblasto de piel humana inmortalizado
mediante la sobreexpresion hTERT 10X.

Por otro lado, se realiz6 el estudio de la proliferacion celular en un tiempo de 72 horas,
partiendo de 200.000 células sembradas; mediante la técnica de tincién cristal violeta.
Los resultados utilizando esta aproximacion experimental mostraron que la adquisicién
de hTERT produce un aumento de la proliferacién celular 40 veces mayor en células
inmortalizadas respecto a las parentales (Figura 6).

Tincioén cristal violeta

& &8 8 8

sobre el control
~ w
(=] (=]

Incremento de la proliferacion
5

FH parental FH + hTERT

Figura 6. Incremento en la proliferacion celular de fibroblastos humanos que sobreexpresan hTERT.
Comparacion de la proliferacion celular en 72 horas, entre fibroblasto humano parental y fibroblasto
humano inmortalizado con hTERT, mediante la técnica tincion violeta. Las barras muestran el
promedio * SEM, n=3. Se realiz6 el analisis estadistico mediante el t test. * valor p < 0.05.

4.3. Generacion de lineas transformadas humanas mediante la sobreexpresion
retroviral de SV40L o Ras G12V en fibroblastos humanos inmortalizados.

Diversas investigaciones han demostrado que el proceso de inmortalizacion y

trasformacion de células humanas requiere la perdida de funciéon o mutacién de varios

genes involucrados en proliferacion, replicacion y reparacion del DNA entre otros
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procesos. Con el objetivo de inducir un proceso de transformacion secuencial se
generaron fibroblastos humanos inmortalizados que expresaban la proteina SV40L o
Ras G12V a partir de fibroblastos inmortalizados con la transcriptasa de la telomerasa.
Las células que adquirieron SV40L o Ras G12V, fueron seleccionadas mediante los
antibidticos geniticina y zeocina, ya que coexpresan los genes de resistencia a estos

antibioticos respectivamente.

Mediante el analisis de microscopia se observé que ambas lineas celulares presentan

un fenotipo similar a las células inmortalizadas solo con hTERT (Figura 7).

A) B)

— 100 pm Tpesswr”
Figura 7. Micrografias de células de fibroblasto de piel humana inmortalizados: A) Fibroblasto

humano inmortalizado con hTERT + SV40. B) Fibroblasto humano inmortalizado con hTERT + Ras
G12V. Magnificacién 10X.

4.4. Deteccion de la proteina Mfn2 en fibroblasto de humano y ratén
inmortalizados.

En este proyecto nos interesa investigar la participacion de Mfn2 en el proceso de

biogénesis de la inmortalizacién y trasformacion celular. Nuestra primera aproximacion

experimental para el analisis de esta proteina fue la deteccidon de los niveles de

expresion de Mfn2 en células parentales e inmortalizadas.

Para ello, se realizé la extraccion de proteina de las lineas celulares inmortales y de las
células parentales. Posteriormente, las proteinas fueron fraccionadas en geles de
poliacrilamida al 10% y se imnunodetecto la proteina mitocondrial Mfn2 de 85 kDa. Los

resultados obtenidos mediante western blot fueron normalizados mediante el estudio de
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la expresion de la proteina a-tubulina de 55kDa; una proteina esencial de las células

eucariotas que se expresa en de manera constitutiva y en altos niveles.

En células de humano, no se observé una diferencia significativa entre la expresion de
la proteina Mfn2 en células parentales e inmortalizadas con hTERT (Figura 8). Indicando
que la sostenida amplificacion de los telémeros celulares no provoca alteraciones en la
expresion de Mfn2.

A) B)
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Figura 8. La inmortalizacion de fibroblastos humanos con hTERT no provoca alteraciones en la
expresion de Mfn2. A) Western blot Mfn2 y a-tubulina en humano. B) Cuantificacién de la expresion
de la proteina Mfn2 entre fibroblasto humano parental y fibroblasto humano inmortalizado con
hTERT. Las barras muestran el promedio + SEM, N=3. Se realizé el analisis estadistico mediante el t test.
* valor p < 0.05.

Por otra parte, se observé unincremento significativo de la expresion de Mfn2 respecto

a las células parentales (Figura 9) en células de raton inmortalizadas con SV40L.

A) B)
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Figura 9. Los niveles de Mfn2 incrementan en fibroblastos de raton inmortalizados con SV40L. A)
Western blot Mfn2 y a-tubulina en ratéon. B) Comparacion Mfn2 normalizada entre fibroblasto de raton
parental y fibroblasto de raton inmortalizado con SV40L. Las barras muestran el promedio + SEM, n=3.
Se realiz6 el analisis estadistico mediante el t test. * valor p < 0.05.
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4.5. Deteccion de la proteina Mfn2 en fibroblasto de humano inmortalizados y
transformados.

Para investigar si la expresion SV40L y Ras G12V inducen alteraciones en la expresion
de Mfn2, se analiz6 la expresion de la proteina Mfn2 en las lineas celulares humanas
que sobreexpresan hTERT +SV40L o hTERT +Ras G12V, en paralelo a las células
parentales.

El analisis de los niveles de Mfn2 por Western blot mostré que la expresion de esta
proteina incrementa considerablemente en células inmortalizadas con hTERT +SV40L
o hTERT +Ras G12V comparadas a las células parentales (Figura 10).
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Mfn2/a-tubulina Humano

w
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Figura 10. La inmortalizacién celular induce un incremento en la expresiéon de Mfn2 A) Western blot
Mfn2 y a-tubulina en humano. B) Niveles normalizados por tubulina de la proteina Mfn2 fibroblasto humano
parental, fibroblasto humano inmortalizado con hTERT, fibroblasto humano inmortalizado hTERT + SV40L
o hTERT+ Ras G12V. Las barras muestran el promedio + SEM, n=3. Se realizé el analisis estadistico
mediante el t test. * valor p < 0.05.
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Por otro lado, las células inmortalizadas solo con hTERT presentan un incremento sutil
en la expresion de Mfn2 respecto a los fibroblastos parentales, a diferencia de los
resultados observados anteriormente (Figura 8).

4.6. Generacion de fibroblasto knockout de raton mediante la transduccion
adenoviral de la enzima Cre.

Con el objetivo de investigar la participacion de Mfn2 en la proliferacion celular, se

generaron fibroblastos knockout de ratén. Para ello los fibroblastos adulto LoxP Mfn2

inmortalizados con SV40L fueron transducidos con un adenovirus que contiene la

secuencia codificante de la enzima Cre fusionada a la proteina fluorescente verde

(GFP). Ademas se obtuvo células control mediante la transduccion adenoviral de la

proteina fluorescente verde (GFP).

Como se observa en la figura 11, las células transducidas que expresan la enzima Cre

muestran fluorescencia solo en el nucleo, debido a una secuencia sefial que dirige esta

proteina hacia el nucleo.

Figura 11. Expresion de la proteina Cre-GFP en fibroblastos de raton inmortalizados con SV40L. A)
Micrografia de fibroblasto knockout de raton mediante la transduccion adenoviral de la enzima Cre-
GFP, B) Micrografia en contraste de fibroblasto knockout de ratén mediante la transduccion
adenoviral de la enzima Cre C) Superposicion de las micrografias . Magnificacion 20X.

Por otro lado, en las células control se observa fluorescencia en toda la célula (Figura
12). Estas células generadas seran un modelo para el estudio de la supresion de Mfn2

en un modelo murino en el proceso de inmortalizacion y/o trasformacion celular.

Figura 12. . Expresion de la proteina GFP en fibroblastos de ratén inmortalizados con SV40L. A)
Micrografia de fibroblasto de ratéon, transducciéon adenoviral de la proteina GFP, B) Micrografia en
contraste de fibroblasto de ratén, transducciéon adenoviral de la proteina GFP C) Superposicién de
las micrografias . Magnificacion 20X.
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Figura 13. A) Fibroblasto humano + hTERT Scrambler 10X. B) Fibroblasto humano knockdown para Mfn2
(sh82684) 10X.

4.7. Generacion de lineas de fibroblastos humanos knockdown para Mfn2
usando un vector lentiviral que contiene un shRNA dirigido al mMRNA de Mfn2.
A partir de fibroblastos humanos inmortalizados con la transcriptasa de la telomerasa se
generaron células knockdown de Mfn2, mediante la expresion lentiviral de un shRNA
dirigido a Mfn2. Ademas, se generaron células control con un vector lentiviral que
contiene un shRNA scrambler, que no tiene homologia con secuencias de RNA de
humano.
Los vectores lentivirales pLKO contiene un gen de resistencia al antibiético puromicina

para la seleccion de las células que incorporaron el lentivirus.

Mediante el analisis de por microscopia no se advierte ningun cambio en fenotipico en
las células shMfn2 comparadas a las células Scr o con las células inmortalizadas con
hTERT (figura 10).

Con el fin de observar la eficiencia del silenciamiento de Mfn2 en las lineas celulares,
se analizé la expresion de esta proteina mediante Western blot. Se observo que la
expresion de Mfn2 disminuye significativamente en un 90% en las células knockdown

para Mfn2 comparadas a las células Scr (figura 14).
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Figura 14. Knockdown de la expresion de Mfn2 en células de fibroblasto humanos hTERT. A) Western blot
Mfn2 en humano. B) Comparacion de la expresion de Mfn2 entre fibroblasto humano inmortalizado
knockdown para Mfn2 y Scrambiler.

Con el objetivo de investigar si la disminucion en la expresion de Mfn2 induce cambios
en la proliferacion celular de las lineas de fibroblastos humano, se compard la
proliferacion entre células Scrambler y shMfn2 , mediante la tincion con cristal violeta.
Para ello se sembraron 200.000 células de cada linea y se analiz6 la proliferacion
después de 72 horas de cultivo.

En la figura 15, se observa que en las células knockdown para Mfn2 incrementa la
proliferacion celular en 10 veces, respecto a las células control (Scr). Este resultado
indica que la perdida de expresion de Mfn2 en células inmortales hTERT potencia la
proliferacion celular, demostrando de este modo la relevancia de Mfn2 en el control de

la proliferacion celular.

Tincidn cristal violeta

sobre el control
— %

Incremento de la proliferaciéon
~

FH Scramble FH shMin2

Figura 15. Incremento de la proliferacion celular de las células knockdown para Mfn2. Tincién con
Cristal violeta de los fibroblastos humanos inmortalizados con hTERT que expresan un shRNA Scr o
shRNA Mfn2. 200000 células fueron sembradas y cultivadas por 72h para analizar la proliferacion
celular Las barras muestran el promedio * SEM, n=3. Se realiz6 el analisis estadistico mediante el t test. *
valor p < 0.05.
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4.8. Deteccion de otras proteinas involucradas en el metabolismo de
aminoacidos y el ciclo de Krebs, entre fibroblasto de humano y ratén
inmortalizados.

Resultados previos en nuestro laboratorio demostraban que células knockout para Mfn2

incrementan la expresion de varios gene involucrados en el metabolismo de

aminoacidos y el ciclo de Krebs. Con la finalidad de analizar si este fenotipo es activado
en fibroblastos de humano y ratéon inmortalizados, se analiz6 la expresion de otras
proteinas involucradas en el ciclo de Krebs, como la subunidad C de la enzima succinato
deshidrogenasa (SDHC), y proteinas involucradas en el metabolismo de aminoacidos,

asparagina sintetasa (ASNS).

En células humanas inmortalizadas con hTERT se observa una ligera disminucién de la
expresion de SDHC, en comparacion con el cultivo primario (Figura 16). Por otro lado,
en células de ratéon inmortalizadas con SV40L se observa un incremento de la expresion
de SDHC (Figura 17)
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Figura 16. A) Western blot SDHC y a-tubulina en humano. B) Comparacién SDHC normalizada entre
fibroblasto humano parental y fibroblasto humano inmortalizado con hTERT. Las barras muestran el
promedio + SEM, N=3. Se realiz6 el analisis estadistico mediante el t test. * valor p < 0.05.
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Figura 17. A) Western blot SDHC y a-tubulina en ratén. B) Comparacion SDHC normalizada entre
fibroblasto raton parental y fibroblasto ratén inmortalizado con SV40L. Las barras muestran el
promedio + SEM, N=3. Se realiz6 el andlisis estadistico mediante el t test. * valor p < 0.05.
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En cuanto a la expresién de Asparagina sintetasa, se observa que la expresion aumenta
en los fibroblastos humanos inmortalizados con hTERT respecto a los parentales
(Figura 18). En los fibroblastos de raton inmortalizados también se observa un
incremento de la expresion de asparagina sintetasa respecto a los fibroblastos
parentales (Figura 19), aun mayor que en células humanas. En conjunto estos
resultados sugieren que durante el proceso de inmortalizacion se activan cambios en

proteinas que modulan el ciclo de Krebs y el metabolismo de aminoacidos.
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Figura 18. A) Western blot asparagine synthetase y a-tubulina en humano. B) Comparacion
asparagine synthetase normalizada entre fibroblasto humano parental y fibroblasto humano
inmortalizado con hTERT. Las barras muestran el promedio + SEM, N=3. Se realiz6 el analisis estadistico
mediante el t test. * valor p < 0.05.
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Figura 19. A) Western blot asparagine synthetase y a-tubulina en raton. B) Comparacion asparagine
synthetase normalizada entre fibroblasto ratéon parental y fibroblasto raton inmortalizado con SV40L.
Las barras muestran el promedio + SEM, N=3. Se realiz6 el analisis estadistico mediante el t test. * valor p
< 0.05.
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5. DISCUSION

Durante el proceso de biogénesis del cancer se originan un conjunto de cambios
expresion génica, epigenéticos y metabdlicos en la célula que conducen a la
inmortalizacion y trasformacion celular. Los celulares tumorales adquieren un fenotipo
que facilita su proliferacion, resistencia a la apoptosis, migracion y reprogramacion
metabdlica. En conjunto todos estos factores facilitan la formacion del tumor y la
metastasis celular.* '3

El proceso de reprogramacion metabdlica que ocurre durante la inmortalizacion
y trasformacioén incrementa el consumo vy utilizacion de glucosa, lipidos y aminoacidos
en diversos tumores, siendo esta reprogramacién metabdlica un proceso coordinado
con cambios en la expresion génica y la funcion de las mitocondrias. Otto Wartburg'®
describié hace 70 afnos que las células tumorales activan el proceso de glicolisis
aerdbica, es decir la canalizacion del metabolismo de la glucosa a lactato, obteniendo
de esta reaccion la formacion de ATP. Adicionalmente, se demostré que algunas lineas
tumorales reducian la oxidacion de glucosa en las mitocondrias en condiciones
aerobicas, esta alteracion en la funcién mitocondria potenciaria el efector Wartburg.
Recientes investigaciones han demostrado que el proceso de reprogramaciéon
metabdlica en tumores tiene una elevada complejidad, las células neoplasicas
incrementan el glicdlisis, con el fin de producir precursores anabdlicos y energia en el
ambiente hipdxico del tumor. La activaciéon de la glicolisis aerdbica en las células
conduciria a la un incremento en la utilizacion de carbonos de la glucosa para la
biosintesis de biomasa celular, por ejemplo en algunos tumores se ha observado un
incremento en el destino de los carbonos de la glucosa a los aminoacidos, tales como

la serina, glicina o cistina, o a la via de las pentosa para la sintesis de nucledétidos.

Por otra parte, las mitocondrias también tendrian papel en la formacioén de
precursores para la biogénesis de biomasa celular por un proceso denominado
anaplerosis, la cual son un conjunto de reacciones enzimaticas que proporcionan
nuevos intermediarios metabdlicos para la biosintesis de macromoléculas. Recientes
estudios de nuestro laboratorio han demostrado que la perdida de Mfn2 incrementa el
consumo de aminodacidos tales como la glutamina y la cistina en cultivo celular. Estos
aminoacidos seria utilizados por las vias anapleroticas del ciclo de Krebs para formar
precursores para la biosintesis de lipidos y proteinas. Este fenotipo es relevante en el
estudio de células proliferativas y cancer, en las cuales se ha observado un incremento

de la anaplerosis de aminoacidos.
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Adicionalmente la disminucion de los niveles de expresion de Mfn2, causa importantes
alteraciones en la funcién mitocondrial, lo cual sugiere que la perdida de funcion de
Mfn2 puede actuar como un factor adicional para el proceso de reprogramacion

metabdlica. 2310

En este proyecto decidimos explorar un modelo de inmortalizacion y trasformacion
secuencia de células de fibroblasto humano y de ratén adulto con la finalidad de estudiar
el progreso de las alteraciones metabdlicas que ocurren en cancer. La produccion de
una serie de lineas células a partir de un cultivo primario diferenciado nos permitira
identificar las variaciones en la expresion de Mfn2 durante la biogénesis de la
inmortalizacion/transformacion celular. Adicionalmente estos modelos permiten hacer
silenciamiento de cada paso del proceso de transformacion celular e investigar si Mfn2
induce alteraciones metabdlicas que potencian la proliferacién y reprogramacion
metabdlica.

En este trabajo el primer objetivo fue caracterizar las lineas celulares obtenidas a
partir de cultivos primarios de fibroblasto. Las células fibroblasto inmortalizadas
mediante la expresion ectépica de la transcriptasa reversa de la telomerasa, producen
una estabilizacion de los teldbmeros que permite que células pre-senescentes humanas
se multipliquen indefinidamente.' Nuestros resultados muestran que la expresion de
hTERT produce un cambio fenotipico caracterizado por una disminucion del tamafio
celular, 10 veces menor, perdiendo la morfologia caracteristica de los fibroblastos
parentales, y la formacién de colonias de células (Figura 1). También se produce un
gran aumento, 40 veces mayor, de la proliferacion celular en comparaciéon con
fibroblastos parentales. Estos cambios fenotipicos estan en concordacién con una

pérdida de la diferenciacion celular, debido a la alta tasa de proliferacion.

Con el fin de analizar se la expresion de Mfn2 esta asociada con estos cambios,
analizamos por Western blot la expresion de esta proteina. Observamos que la
expresion de Mfn2 en fibroblastos humanos no se ve afectada significativamente por el
proceso de inmortalizacion. Estos resultados sugieren que la inmortalizacién inducida
por la expresiéon de hTERT, no requiere cambios en la expresion de Mfn2. Este resultado
esta en concordancia con los efectos de hTERT en las células inmortales. Este modelo
de inmortalizacién se ha utilizado como herramienta para estudiar diversas lineas
celulares, y una de sus caracteristicas es que no produce alteraciones significativas en

el cariotipo celular o formacion de células malignas.
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Con el fin de detectar la expresion de la proteina Mfn2 en otros estadios de
inmortalizacion, se inici6 un proceso de transformaciéon secuencial, mediante la
expresion de las proteinas SV40L o Ras G12V en las células hTERT. Ambas proteinas
afectan a la funcion de varios genes involucrados en la proliferacién y supervivencia
celular, cuyo bloqueo, junto con la estabilizacion telomérica, conducen a la

transformacion celular.

Por otra parte, en células que expresan hTERT y, SV40L o Ras G12V, se produce
un aumento significativo en los niveles de la proteina Mfn2. Este resultado es
interesante, ya que sugiere que durante los primeros pasos de la inmortalizacion celular
inducidos por SV40L o RAS G12V, estas células requieren incrementar la dinamica y
funciéon mitocondrial. Telang S. et al. 2007 demostré que en células inmortalizadas
incrementa el consumo de oxigeno mitocondrial’®. Los mecanismos asociados a este
proceso no han sido dilucidados, pero indicarian que etapas tempranas del proceso de
reprogramacion metabodlica la actividad mitocondrial incrementa. Este resultado
concuerda con un incremento en la expresion de Mfn2, que modula la respiracion en
células de cultivo en tejidos in vivo.* Ademas, El incremento en la expresion de Mfn2 fue
independiente del origen de la célula parental, ya que fue observado en las células
inmortales humanas y murinas, lo que indicaria que este es un proceso generalizado en

mamiferos.

Por otro lado, nuestro laboratorio y otros investigadores han reportado que el
silenciamiento de Mfn2 contribuye a la proliferacion celular en algunos modelos
celulares. El analisis de la proliferacion celular de las células humanas inmortalizadas
con hTERT, en las cuales se ha silenciado la expresion de Mfn2 mediante la expresion
lentiviral de un shRNA dirigido a Mfn2 indican que la perdida en la expresion de Mfn2
favorece la proliferacion celular. Observamos un incremento en 10 veces en la
proliferacion de las células knockdown para Mfn2 comparadas a las células Scrambler.
Este resultado indica que la perdida de Mfn2 contribuye a las alteraciones en el ciclo
celular que potencian la proliferacién en células hTERT. Es importante mencionar que
estas alteraciones en la proliferacion solo ocurren en células inmortalizadas, nuestro
laboratorio ha demostrado que la perdida de expresiéon de Mfn2 en células parentales
conduce a la muerte celular, debido al alto estrés celular que se origina en estas células.
Se ha observado un incremento de especies reactivas de oxigeno mitocondriales que
conducen a la muerte celular.

Con la finalidad de investigar si durante la inmortalizacion se activan genes

implicados en el ciclo de Krebs y metabolismo de aminoacidos, analizamos la expresion
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de 2 genes activados durante la reprogramacién metabdlica de aminoacido. Los
resultados muestran que la expresion de una de las proteinas involucradas en el ciclo
de Krebs (SDHC) y en el metabolismo de aminoacidos, tal como la asparagina sintetasa
(ASNS), una enzima involucrada en la conversién de glutamina y aspartato en

glutamato y asparagina, incrementa su expresion en células inmortalizadas.

6. PERSPECTIVAS DE FUTURO

En esta investigacion se ha analizado la expresion de Mfn2 en células inmortalizadas
con hTERT, hTERT + SV40L o Ras G12V. Se ha observado un aumento de la expresion
de Mfn2 en células inmortalizadas mas SV40L y Ras G12V. En futuros estudios habria
que investigar las regiones promotoras del gen Mfn2, ya que el aumento de la expresion
de la proteina Mfn2 puede estar asociado a los factores transcripcionales modulados

positiva o negativamente durante la inmortalizacion.

Por otro lado, se ha visto que la expresion de Mfn2 disminuye en células cancerosas.’
Para observar en que estadio entre la inmortalizacion y la transformacion celular se
produce la disminucion de la expresion de Mfn2; habria que generar células
completamente transformadas, y analizar la expresion de esta proteina, asi como la

expresion del gen Mfn2.

El modelo desarrollado permitira analizar los cambios en el metabolismo celular que se
producen durante la transformacion e inmortalizacion. A futuro se propone hacer
estudios de metabolémica en las células inmortales o transformadas en las cuales ha

sido silenciada Mfn2.

Adicionalmente, se propone usar un modelo in vivo para analizar la contribucién de Mfn2
en la generacion de los tumores. Para ello se propone inyectar ratones
inmunodeprimidos con las células inmortalizadas o trasformadas en las cuales han sido

silenciada Mfn2 y analizar cambios de tamafio del tumor y metastasis.
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7. CONCLUSION

La inmortalizacion de fibroblastos parentales de humano y raton, produce un cambio
fenotipico; caracterizado por la disminucion del tamafio celular, la formacion de
grupos de células y aumento de la proliferacion.

La inmortalizacion de fibroblastos humanos parentales junto con la expresion de
SV40L o Ras G12V, produce un aumento de la expresién de Mfn2, asociada con un
aumento en el consumo de oxigeno mitocondrial.

El knockdown de Mfn2 en fibroblastos inmortalizados favorece la proliferacion

celular.
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9. AUTOEVALUACION

La estancia en practicas que he realizado en el centro de investigacion IRB Barcelona
ha sido muy satisfactoria en todos los aspectos. Desde mi llegada al laboratorio, se me
presentd un proyecto interesante, que ademas, permitia que me familiarizase con
muchas técnicas basicas en la investigacion. Asi, he aprendido a trabajar en el

laboratorio de una manera independiente, junto con la supervision de mi tutor.

Por otro lado, debido a las circunstancias actuales, no he podido realizar todo el trabajo
que estaba planeado al inicio. Aun asi, agradezco la oportunidad de posponer las
practicas a los meses de verano para poder llevar a cabo un trabajo experimental, con
el aprendizaje que este conlleva.

Ademas, llevar a cabo este proyecto me ha permitido ver como es trabajar en un
laboratorio de investigacion, y me ha animado a seguir formandome en el area de la

biotecnologia sanitaria.
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10. INFORMACION COMPLEMENTARIA

10.1. Protocolos

Protocolo 1: Aislamiento de fibroblastos de ratén

El material para el cultivo primario de fibroblastos se obtiene a través de explantes de
piel de ratébn/humana. Se aisla la dermis de la epidermis con bisturis y tijeras. Después
las muestras de dermis son separadas en fragmentos de 5,0 mm2.

Los fragmentos se ponen en placas de Petri de 10cm en areas cuadradas marcadas por
lineas perpendiculares realizadas con el bisturi.

Las placas de Petri se mantienen semi-abiertas en flujo laminar durante 40 minutos para
que las muestras de dermis se adhieran a la superficie del cultivo. Es importante evitar
la desecacion de las muestras de dermis afadiendo una solucion fisiolégica, tampon

fosfato salino (PBS), sobre ellas para mantener la viabilidad celular.

- Cultivo primario de fibroblastos

Una vez los fragmentos estan fijados a la superficie de la placa de Petri:

1. Se afade a la placa 10 ml de DMEM con 20% de suero bovino fetal, penicilina y
estreptomicina, a 37°C. Se mantiene placa de cultivo en una incubadora
humidificada a 37°C, bajo 5% de CO- en aire.

2. Se cambia el medio de cultivo cada dos dias, para mantener las condiciones de pH
ideales entre 7,6 y 7,8. Esta estabilidad en el pH mantiene un equilibrio entre la

proliferacion celular y la actividad de biosintesis celular de los fibroblastos.

Se observa una proliferacion satisfactoria de los fibroblastos en aproximadamente 7

dias.

- Pase de fibroblastos

El pase de fibroblastos se realiza a una confluencia de la placa de Petri del 80%.

1. Se aspira el medio de cultivo y se eliminan los fragmentos de piel con pinzas.

2. Los fibroblastos adheridos a la placa de Petri son lavados con PBS.
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3. Se aspira el PBS y se afiade 1 ml de tripsina a la placa de Petri, manteniéndola
en un incubador humidificado a 37°C, bajo 5% de CO; en aire, durante cinco
minutos.

4. Mediante microscopia Optica se observa que los fibroblastos, con morfologia
esférica, se han despegado de la superficie de la placa.

5. Se afiaden 10 ml de medio de cultivo (DMEM) suplementado con 20% de suero
bovino fetal a la placa de Petri (para neutralizar la accidon enzimatica de la tripsina

y que estos vuelvan a adherirse a la superficie de la placa).
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Protocolo 2: Western Blot

Homogenizado de proteina
Coger las placas de la estufa.
En hielo, quitar el medio de cultivo, afiadir PBS para lavar la placa y eliminarlo.
Preparar buffer de lisis RIPA (150mM NacCl, 10 mM Tris, 0,1% SDS, 1,0 % Triton X-
100, 1% Deoxicolato de sodio, 5mM EDTA).
Enrasar en 500 ml con agua miliQ y ajustar el pH a 7,2.
Anadir al buffer RIPA el inhibidor de proteasas; una pastilla por cada 10 ml de RIPA.
ARadir inhibidor de fosfatasas, si se requiere (NaVOs 1mM, NaF 5mM, NaPPi 1mM).
Poner 100 ml de “RIPA + inhibidores” en cada placa, rascar las células de la placa
y ponerlas en un Eppendorf.
Sonicar los eppendorfs; 20%, 10 segundos, 3 pulsos.

Centrifugar los eppendorfs 15 minutos, a 4°C y 10.000g.

Preparacion de muestras

Para la cuantificacion proteica se utilizé el Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Protein

Assay Kit.

En una placa de 96 pocillos poner 200 uL de los reactivos Ay B (50:1, reactivo A:B)

. Anadir en cada eppendorf 40 pug de proteina (segun la concentracion de cada

muestra).

2. Anadir DTT 0,2M y LSB 4X a cada muestra, segun el volumen final.

Igualar los volumenes de todas la muestras con dH-0.

Desnaturalizar las muestras 5 minutos a 95°C.

Electroforesis

Preparar los geles de acrilamida al porcentaje requerido.

Poner el gel “resolving” entre los cristales, e igualar la membrana con 100 L de
isopropanol.

Esperar a que solidifique, 20 minutos.

3. Anadir el gel “stacking”.

Poner las horquillas para hacer los pocillos y esperar 5 minutos.
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Preparar 1L de buffer de electroforesis, 900 ml de agua destilada + 100 ml del “Buffer
de electroforesis” (10X).

Cargar el primer pocillo con 7 pyL de colorante y los siguientes pocillos con las
distintas muestras preparadas.

Dejar correr a 100 V durante 1h y media. Una vez las bandas hayan pasado el gel
“stacking” subir a 120V.

Transferencia
Preparar buffer de transferencia, 700 ml de agua destilada, 100 ml del “buffer de
transferencia” (5x) y 200 ml de Metanol.
Montar los “sandwiches” mojando todos los elementos con buffer de transferencia.
(1 esponja, 2 papeles de filtro, la membrana, el gel, 2 papeles de filtro y 1 esponja)
Montar la estructura en la caja, cubrir todo con buffer de transferencia y ponerlo en
marcha durante 1h a 350 mA. Poner hielo a los lados para que se mantenga a baja

temperatura.

Adicién de anticuerpos

Bloqueo de la membrana y adicion del 1°" anticuerpo

Poner las membranas en 50 ml TBS-Tween 0,1% y afiadir 1,5 g de leche sin grasa
(leche al 3%).

Dejar bloqueando 30 min a temperatura ambiente en el agitador.

Poner la membrana en una caja y anadir el 1*" anticuerpo en TBS-Tween 0,1%-BSA
3%; dejar incubar O/N a 4°C.

Adicién del 2% anticuerpo

Quitar el primer anticuerpo y hacer 3 lavados con TBS-Tween 0,1%, de 10 minutos,
con agitacion.

Incubar la membrana con el anticuerpo secundario en TBS-Tween 0,1%-3% leche
(1,5g de leche) durante 45 minutos.

Lavar con TBS-Tween 0,1%, durante 10 minutos con agitacion. Hacer 3 lavados.

Revelado de membrana

. Anadir 2 ml de los reactivos 1y 2 del kit ECL™ Western Blotting Reagents en una
caja y poner la membrana.
Esperar 1 minuto.

Revelar la membrana utilizando el sistema de imagenes Odyssey® Fc.
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Protocolo 3: Produccion de vectores retrovirales/letivirales, infeccion celular y

seleccion

Produccion retrovirus/lentivirus

Sembrar células HEK293T al 80% de confluencia en placas de 10 cm, con medio
DMEM + FBS 10%.

2. Dejarincubar 2 horas.

3. Preparar mix de plasmidos en tubos:
- NaCl 150mM, 300 uL/placa
- 45 L PEI 40K (Poliethylemine HCL MAX)
- X Jg de plasmido requerido

4. Vortear los tubos.

5. Incubar durante 20 minutos.

6. Anadir el medio de transfeccidon que contiene los plasmidos retrovirales/lentivirales
a las células e incubar 16-24h a 372C.

7. Cambiar medio de cultivo con 10 ml de DMEM + FBS 10%, e incubar durante 24
horas a 33°C.

8. Después de 24 h de produccion retroviral, recoger el medio de cultivo que contiene
las particulas retrovirales/lentivirales de las células HEK293T.

9. Anadir 10 ml de medio DMEM + FBS 10% nuevo a las células HEK293T
transfectadas, e incubar 24 h a 33°C.

10. Pasar el medio de cultivo recogido a un falcon, a través de un filtro de 0,45 um.

11. Repetir los pasos 8,9 y 10 hasta recolectar el medio que contiene las particulas
retrovirales 3 veces.

- Infeccion de células

1. Preparar placas de 10 cm de los distintos tipos celulares al 60-80% de confluencia.

2. Pasar el medio de cultivo que contiene las particulas retrovirales/lentivirales a través
de un filtro de 0,45 pm.

3. Transducir las células con las particulas lentivirales/retrovirales durante 48h.
Cambiar el medio y afadir los antibidticos para la seleccion de las células que han
incorporado el virus

- Seleccion de células

1. Anadir los distintos volumenes del antibiético requerido en cada placa, para 10 mi
de medio de cultivo.

Volumen
Linea Fibroblasto Antibidtico | Concentracion o
afadido
FH hTERT + SV40L Geniticina 500 pg/ml 500 pl
FH hTERT + Ras G12V Zeocina 100 pg/ml 10 pl
FH hTERT + pLKO Scr Puromicina 2,5 ug/mi 2,5 ul
FH hTERT + pLKO sh82684 (shMfn2) | Puromicina 2,5 pug/ml 2,5l
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2. A medida que se va realizando la seleccion (se observa que el medio de cultivo
cambia de color, lo que refleja la proliferacion celular) retirar el medio de cultivo y

anadir 10 ml de medio nuevo.
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Protocolo 4: Tincidn cristal violeta

1. Coger placas de la estufa, quitar el medio de cultivo y lavar con PBS.
2. Tripsinizar células y hacer un recuento celular mediante la camara de Neubeauer.

Recuento cdmara de Neubeauer: X de los 4 cuadrantes (Lx) X 10.000 = N° células/ml

Figura 20. Recuento camara de Neubeauer. Lx muestra los cuadrantes a partir de los cuales se hace el
recuento.

3. Sembrar 200.000 células/ml de cada linea celular en un pocillo de placas de 6¢cm
por triplicado (3 pocillos).
Dejar las células en una incubadora a 37°C durante 2 dias.
Quitar el medio de cultivo y afadir 2 ml de paraformaldehido 4% a cada pocillo. Dejar
15 minutos para que las células se fijen.
Retirar el paraformaldehido y lavar las células con PBS.
Tenir las células afiadiendo 2 ml de cristal violeta 0,1% en cada pocillo. Dejar las
células con el cristal violeta una hora.

8. Retirar el cristal violeta y afiadir 2 ml de agua desionizada a cada pocillo. Dejar las
células con agua desionizada O/N.

9. R(_atir?r el agua y anadir 600 pl de acido acético al 10%. Esperar a que se diluya 10
minutos.

En el caso de que siga habiendo células fijadas a la placa diluir mas la placa con
acetona.

10. Poner 100 ml de cada pocillo en una placa de 96 pocillos.
11. Medir absorbancia a 595 nm.
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10.2. Figuras

Figura S1. Mapa pBABE-puro SV40 LT
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Figura S2. Mapa pCL-Eco

(12,151 ..12,169) pBRforEco Amp-R (219 ..238)
(11,972 .. 11,991) pRS-marker

(11,471) SnaBl
(11,273 .. 11,293) CMV-F
(11,209) Ascl

(10,631) BsrGl
0,586) pLXSN 5'
548) pBABE 5

(10,564 .. I
(10,532 .. 10

pBR3220ri-F (1521 .. 1540)
Afllll - Pcil (1676)

" L4440 (1772

SV40pro-F

—ancer |
AmpR promoter

Amy, R

1791)

(10.129) PshAl __
(9991) PaeR7l - PspXl - Xhol _

1928)

EBV-rev (2472 ..2491)
SV40pA-R (2526 .. 2545)
" psil (2362)

(9433) Nrul * ——

;&

pCL-Eco
12,341 bp

Ieubys (y)Aod OV

(8811) Bell *

pol regio®™

(7846) Sall
(7786) Eagl

Nsil (4501)

SgrAl (4857)
(7282) Blpl

(6758) BbvCl /
(6605) Sacll I
(6418) Sphl

(5828 .. 5844) pBMN 5' Pmll (5823)

-48 -



Figura S3. Mapa pAmpho
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Figura S4. Mapa pBABE-neo largeTcDNA
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Figura S5. Mapa pBabe-vHras-zeo

pBabe-vHras-zeo (7800 bp)
Made by Chengkai Dai (06/2005)
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The viHras genomic fragment was subcloned from the plasmid EJ6.6 using BamHI.
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Figura S6. Mapa pBABE-hygro-hTERT
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Figura S7. Mapa psPAX2
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Figura S8. Mapa pMD2.G
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Figura S9. Mapa pLKO.1-puro
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