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RESUMEN

A lo largo del desarrollo de los organismos pluricelulares tienen lugar, de forma
simultdnea, multitud de procesos que se encuentran estrechamente regulados, y en los
que la alteracidon de esta regulacién provoca graves defectos, afectando a la viabilidad
de los individuos. Entre estos procesos, el posicionamiento de los orgdnulos en el
interior celular o un adecuado balance entre las poblaciones celulares que conforman
distintos tejidos juegan un papel esencial en el desarrollo y la morfogénesis.

Concretamente, el correcto posicionamiento de organulos como los centriolos
es clave en la division celular orientada o el movimiento coordinado de los cilios.
Estudios previos demostraron que la ruta de polaridad celular planar (Fz-PCP) juega un
importante papel en el establecimiento de estos patrones posicionales. En el presente
trabajo profundizamos en esta regulacién a través del estudio del papel de los conocidos
como Efectores de PCP, asi como el papel del citoesqueleto de actina en la regulacién
de la polaridad de los centriolos. Ademas, estudiamos también el papel de otra via de
PCP conocida como Ft/Ds-PCP.

Por otro lado, la senalizacidon celular mediada por proteinas como p53 ha
demostrado ser clave para el correcto desarrollo de organismos pluricelulares.
Miembros de la familia de p53 como p73 y p63 juegan un papel clave en la diferenciacion
del epitelio respiratorio, sin embargo, la funcién de p53 en este proceso es ampliamente
desconocida. En base a esto, nos proponemos caracterizar el papel de P53 en la
diferenciacién del epitelio respiratorio.






ABSTRACT

Throughout the development of multicellular organisms, a multitude of
processes that are closely regulated take place simultaneously, and in which the
alteration of this regulation causes serious defects, affecting the viability of individuals.
Among these processes, the positioning of organelles inside the cell or an adequate
balance between the cell populations that make up different tissues play an essential

role in development and morphogenesis.

Specifically, the correct positioning of organelles such as centrioles is key in
targeted cell division or coordinated movement of cilia. Previous studies demonstrated
that the planar cell polarity pathway (Fz-PCP) plays an important role in establishing
these positional patterns. In the present work we delve into this regulation through the
study of the role of what are known as PCP effectors, as well as the role of the actin
cytoskeleton in the regulation of centriole polarity. In addition, we have also studied the

role of another PCP pathway known as Ft / Ds-PCP.

On the other hand, cell signaling mediated by proteins such as p53 has proven to
be key to the correct development of multicellular organisms. Members of the p53
family such as p73 and p63 play a key role in the differentiation of the respiratory
epithelium, however, the role of p53 in this process is largely unknown. Based on this,
we propose to characterize the role of P53 in the differentiation of the respiratory

epithelium.
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INTRODUCCION

Los centriolos constituyen una de las estructuras celulares mds reconocibles y
conservadas a lo largo de la evolucidn, y estan presentes en la gran mayoria de células
eucariotas, desde fibroblastos hasta neuronas®. Su relevancia fisioldgica se hace patente
al observar el papel de estos organulos en procesos tan diversos como la divisién y la
migracion celular, la transduccidn de sefales o el movimiento coordinado de estructuras
celulares como los cilios. Ademas de la estructura de los centriolos, su tamafio, nUmero
y posicionamiento son esenciales en el desarrollo y la homeostasis de los organismos
pluricelulares® 3. En vertebrados, las alteraciones en alguna de estas caracteristicas
provocan importantes defectos en el desarrollo, y son la causa de enfermedades como
el sindrome de Meckel, la microcefalia o diversos tipos de cancer® >, por lo que es
esencial conocer las rutas moleculares que regulan procesos como el control del tamano
y numero de centriolos en cada célula, asi como su disposicidn en el interior celular. En
el proceso en el que una célula en interfase, con una pareja de centriolos, pasa a poseer
centenares de ellos y cdmo éstos se posicionan en el interior celular existen alin grandes

interrogantes que trataremos de abordar en este trabajo.
Centriolos, centrosomas y cuerpos basales

Los centriolos se encuentran localizados en el citoplasma y estdn compuestos por
microtubulos organizados en nueve tripletes dispuestos a modo de cilindro, rodeando a
su vez a una pareja de microtubulos central, formando lo que cominmente se conoce
como estructura 9+2 (Figura 1 a). Ademas, en las células en interfase, los centriolos
estdn presentes en un nimero fijo, concretamente dos por célula, de los cuales uno de
ellos procede de la célula previa a la division, el denominado centriolo madre, y otro se
sintetiza de novo, el centriolo hija, que se dispone ortogonal al primero. Estos dos
centriolos, junto a una red de proteinas adyacente, denominada material pericentriolar
(MPC), constituye el centrosoma, también conocido como centro organizador de
microtubulos (Microtubule Organizing Centers, MTOCs) por su papel central en la

regulacion de estos elementos del citoesqueleto durante la interfase® (Figura 1 b).
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En lo relativo a su tamafio, cada centriolo presenta un didametro de
aproximadamente 200nm y una longitud que varia entre 100 y 450nm, dependiendo del
tipo celular. Este tamafio convierte al centriolo en una de las estructuras proteicas mas
grandes de la célula, sin embargo, se encuentra por debajo del poder de resolucién real
de los microscopios épticos. Por este motivo, la complejidad estructural del centriolo no
se apreci6 hasta que aparecieron los primeros microscopios electrénicos’. El analisis de
la estructura de los centriolos puso de manifiesto su homologia con otra estructura
celular, el cuerpo basal de los cilios® °. Desde ese momento, multitud de trabajos se han
centrado en dilucidar la organizacion estructural de los centriolos y cuerpos basales de

los cilios, estrechamente relacionadas!® 1,

— Axonema
Centriolo madre

Centriolo hija

Figura 1: Centriolos, centrosoma y cuerpo basal. El centriolo madre (CM) forma parte del centrosoma (b) junto al
material pericentriolar (MPC) y del cuerpo basal de los cilios (c). Formando un angulo de 90° se encuentra el centriolo
hijo (CH).

Los cilios, conocidos también como flagelos en algunos tipos celulares, son
prolongaciones citoplasmaticas basadas en microtubulos, y cuyas funciones son
principalmente motrices, aunque participan también en la recepcidon de estimulos
extracelulares. En los cilios, el esqueleto de tubulina se denomina axonema, y funciona
como andamio de una proyeccion de la membrana plasmatica que emerge de un
centriolo madre situado en la base del cilio, denominado cuerpo basal'? (Figura 1 c).
Durante la formacidn de los cilios, los centriolos se anclan en la membrana plasmatica
apical, y el centriolo madre sirve como punto de elongacién de los microtubulos del
axonema. Mientras que en el cuerpo basal la disposicidn de los microtubulos es idéntica

a la de los centriolos, nueve tripletes rodeando una pareja central, en las células de



mamifero podemos distinguir dos tipos de cilios en funcidn de la estructura y disposicién
de los microtubulos del axonema: el cilio primario, con nueve parejas de microtibulos y
sin doblete central (9+0), cuya funcion es fundamentalmente la recepcion de sefiales
extracelulares'3; y el cilio motil, donde las nueve parejas de microtibulos rodean a un
doblete central, con funciones en la movilidad celular o de fluidos sobre la superficie de

las células®.
Estructura de los centriolos y cuerpos basales

Como hemos mencionado anteriormente, los centriolos son organulos no
membranosos basados en microtubulos, de modo que se encuentran mayoritariamente
compuestos por tubulina. Pese a la gran conservacion evolutiva que hemos comentado,
existen variaciones entre distintos grupos de organismos. En vertebrados, los
microtubulos que conforman los centriolos se disponen en nueve tripletes en torno a un
eje central y siguiendo una simetria radial, en una estructura que recuerda a la de una
turbina (Figura 1 a). En Drosophila, sin embargo, los centriolos de las células somdticas
son mas pequefios y estan compuestos por nueve dobletes de microtubulos en la misma
disposicidn (Figura 2 a, c), mientras que en C. elegans, la estructura es ain mas simple,
y el eje central se encuentra rodeado por nueve microttbulos individuales®. Veremos

con mas detalle la estructura y composicion de los centriolos en Drosophila.
Centriolos y centrosomas en Drosophila

Drosophila melanogaster ha sido desde mediados del siglo pasado uno de los
organismos modelo mas utilizados en biologia del desarrollo y genética, por lo que
actualmente se cuenta con un amplio conocimiento acumulado acerca de su biologia.
Gracias a ello, tanto la estructura como la composicion proteica de sus centriolos y
centrosomas estan ampliamente descritas. Ademas, el papel dual del centriolo no sélo
como componente del centrosoma sino también como cuerpo basal para el andamiaje
de cilios y flagelos implica que las alteraciones ocurridas en este organulo provocan un
gran impacto en el desarrollo y la fisiologia de los organismos. Estas alteraciones pueden

ser modelizadas en Drosophila.

11



12

Los centriolos de las células de Drosophila, pese a seguir el mismo esquema
basico, difieren en composicién y estructura en funcién de los distintos tejidos y estados
del desarrollo!®. Tanto en el estado embrionario como en las células en cultivo, el
tamafio de los centriolos oscila entre 180 y 200nm tanto en longitud como en anchura
y estd compuesto por nueve dobletes de microtubulos (figura 2 c). Por otro lado, en los
espermatocitos, los centriolos pueden llegar a alcanzar los 900nm y su estructura es mas

similar a los centriolos en mamiferos, 9+2.

b
IV HI
2
d
Anal Sas-6 Cnn
Sas-4 na \ as
o DSpd-2
e DPIp
( Asl Cep-135 . MPC

Figura 2: Organizacion del centrosoma en Drosophila. Los centriolos madre e hija se disponen ortogonalmente (a).
Para facilitar el estudio de la arquitectura del centriolo, éste puede dividirse en regiones concéntricas (b). (c) Seccién
transversal del centriolo de una célula somatica en Drosphila. (d) Las proteinas periféricas de la estructura del
centriolo interaccionan con el material pericentriolar (PCM).



Para facilitar el estudio del centrosoma de las células somdaticas de Drosophila,
podemos dividir el centriolo en zonas concéntricas (Figura 2 b). En la zona I, la mas
interna y que sirve como eje de la estructura radial, encontramos la proteina Sas-6, una
proteina en hélice superenrollada que dimeriza para formar el nucleo central del
centriolo®®, que se esquematiza en la figura 2 c. Esta proteina no sélo sirve como anclaje
para el resto de las proteinas, sino que juega un papel esencial en la duplicacion del
centriolo'’. Sas-6 interacciona con Ana2, también en la zona | para formar la primera
estructura conocida como rueda de carro interna. Ademas, se ha demostrado que Sas-
6 (Spindle assembly abnormal 6) interacciona con Cep135 (Centrosomal Protein 135),
quedando ésta proyectada hacia el exterior de la zona | (Figura 2 c). En Chlamydomonas,

individuos mutantes en el gen homdlogo a Cep135 muestran pérdida del flagelo?.

La zona Il del centriolo esta fundamentalmente formada por la proteina Sas-4,
que actla como conexion entre la zona | y los microtubulos, de modo que interacciona
con Ana2 y con los dimero de tubulina a/B*°. Desplazdndonos hacia el exterior se
encuentra la proteina Pericentrina (DPlp), exponiendo su extremo N-terminal hacia el
MPC, donde colocaliza con Centrosomina (Cnn)?° (Figura 2 d). En esta misma regién del
centriolo se encuentran otras dos proteinas, Plk4 (Polo Like Kinase 4), una quinasa
implicada en la duplicacién del centriolo madre y el nimero de centriolos por célula, y
Asl (Asterless), relacionada con la regulacidn del tamafio del centriolo?" 22, La zona IV se
constituye Unicamente durante la mitosis, y es mas extensa que la zona lll, aunque
basicamente se compone de las mismas proteinas, ademds de y-tubulina. La ultima
zona, la zona V, se encuentra Unicamente en extremo de cada centriolo mas alejado del
nucleo, lo que se conoce como extremo distal. En este extremo se encuentra la proteina
CP110 (Centrosomal Protein 110) , implicada en la regulacién del tamano y la elongacién

del centriolo, asi como la elongacion del cilio®.

Una vez descrita la estructura de los centriolos en Drosophila, nos centraremos
en otro pardmetro esencial para el correcto desarrollo de los organismos pluricelulares:
el posicionamiento de los centrosomas en el interior celular, asi como las rutas
moleculares que regulan dicho posicionamiento. Al igual que ocurre con la estructura
general de los centriolos, su posicionamiento esta estrechamente regulado vy

conservado a lo largo de la evolucidn, y juega un papel clave en procesos como la divisidon
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celular orientada o el posicionamiento de estructuras como los cilios en células

altamente especializadas, como las células multiciliadas?*.
Posicionamiento de centrosomas y cuerpos basales durante la interfase

En las células no polarizadas como los fibroblastos, el centrosoma se localiza en
el centro de la célula, cerca del nucleo, desde donde actua dirigiendo la nuclearizacién

de los microttbulos en su papel como MTOC?.
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Figura 3: Posicionamiento polarizado de centriolos y cuerpos basales en distintos tipos celulares. En las células
multiciliadas de las mucosas, como por ejemplo el sistema respiratorio, el centrosoma actia como cuerpo basal de
los cilios, y se sitla en la region apical de las células (a). En neuronas y fotorreceptores, los centriolos se sitian en la
base de los axones (b, c). En las células del sistema inmune, el centrosoma se localiza junto a la sinapsis inmunoldgica
(d), y en las células sensoriales del oido interno y externo, en la region distal, actuando como cuerpo basal del cinocilio
(e). En las células ependimarias (f) los cuerpos basales se posicionan de forma coordinada. G Golgi, N nucleo, COI
células del oido interno, COE células oido externo.

A pesar de esto, en la mayor parte de los epitelios de las mucosas, como los
conductos intestinales o las vias respiratorias, los centrosomas de las células
multiciliadas se encuentran marcadamente polarizados, situdndose cerca de la
superficie apical®® (Figura 3 a). En otros tipos celulares especializados, como las

neuronas o los fotorreceptores, los centriolos se localizan en la base del axén?”28 (Figura



3 b, c), mientras que en las células del sistema inmune, el centrosoma se dispone en la
sinapsis inmunoldgica, junto a la membrana que contacta con la célula diana??® (Figura 3
d). En las células del oido interno, el cuerpo basal de los cinocilios se posiciona en la
periferia de la célula, polarizado distalmente3° (Figura 3 e). Por ultimo, en las células
ependimales que tapizan los ventriculos del sistema nervioso y que mueven el liquido
cefalorraquideo, los cuerpos basales se orientan de manera coordinada, dirigiendo asi

el batido de los cilios en un Unico sentido3! (Figura 3 f).

La importancia del correcto posicionamiento de los centriolos en los distintos
tipos celulares se pone de manifiesto en la gran variedad de procesos en los que esta
implicado, asi como en la gran conservacion evolutiva de su regulacion. Debido a esto,
profundizar en las rutas moleculares que gobiernan la polarizacién de los centriolos es
fundamental para comprender tanto la fisiologia como los estados patoldgicos
originados por defectos en estas rutas de sefializacion. En este sentido, en los Ultimos
afos se han realizado avances significativos en el conocimiento de los mecanismos
moleculares que regulan el posicionamiento de los centrosomas y cuerpos basales,
poniéndose de manifiesto la importancia de las rutas de polaridad celular y la
implicacién del citoesqueleto en este proceso3” 33, En los siguientes apartados,
abordaremos estos mecanismos de polaridad celular, detallando las distintas rutas

moleculares descritas y su relacidn con el posicionamiento de los centriolos.

Debido a la dificultad que supone extrapolar procesos de polaridad de tejidos en
placas de cultivo, han sido necesarios estudios in vivo para determinar la funciéon de las
proteinas que intervienen en estas rutas. En este sentido, Drosophila se ha posicionado
como uno de los modelos de estudio mas empleado en las vias que modulan la polaridad
celular. Concretamente, algunos tejidos de Drosophila como el epitelio de las alas han
demostrado ser modelos realmente utiles, pues la disposicién de las células que
componen dichos tejidos conforma epitelios planos que permiten la localizacién
subcelular de estructuras y proteinas implicadas en los distintos sistemas de polaridad.
En los siguientes apartados trataremos de describir los mecanismos de polaridad celular
identificados en Drosophila, haciendo referencia a sus ortélogos en vertebrados cuando

sea hecesario.
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Polaridad celular

Durante el desarrollo de los organismos pluricelulares, la coordinacion celular
gue permite el correcto posicionamiento de orgdnulos, células y tejidos es esencial para
una morfogénesis correcta. En este sentido, distintas rutas de sefializacién informan a
las células de su posicion tridimensional y su relacién respecto a las células vecinas,
impulsdndolas a orientar estructuras celulares como cilios, vesiculas de secrecidn,
fotorreceptores, o centriolos. Atendiendo a los distintos ejes de simetria que se
establecen a lo largo del desarrollo, podemos clasificar los sistemas de polaridad celular
en dos categorias: la polaridad celular planar (PCP), referida al alineamiento coordinado
de las células a lo largo de un tejido plano como los epitelios, y polaridad
apical/basolateral (AP/BL), que ordena los componentes subcelulares en relacién a su

disposicion vertical?*.

Ambos tipos de polaridad se concretan en la distribucion diferencial de
complejos de proteinas, fosfolipidos o elementos del citoesqueleto, y son de gran
relevancia en la coordinacion de células especializadas de los epitelios3. En la figura 4
se esquematiza la disposicion de las células a lo largo de un epitelio plano (a), asi como

los dos tipos de polaridad a los que estdn sometidas las células que componen los

epitelios (b).
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Figura 4: Esquema de los sistemas de polaridad en células epiteliales. (a) Disposicion de las células en un epitelio,
donde la region distal de cada célula contacta con la regidn proximal de la célula vecina. (b) Representacion esquematica
de una célula epitelial donde se observan los distintos complejos de proteinas implicadas en polaridad celular planar
(PCP) asi como la segregacion de estructuras como el nucleo o las uniones estrechas en el eje apical-basolateral (AP/BL).



Polaridad Apical/Basolateral (AP-BL)

En las células epiteliales, la polaridad apical/basolateral hace referencia a la
formacién de dos dominios de membrana distintos y separados: la membrana apical, en
contacto con el entorno extracelular y la membrana basal, anclada a la lamina basal o
matriz extracelular. El establecimiento de estos dos dominios provoca la distribucién
asimétrica de proteinas, fosfolipidos en la membrana plasmatica u orgdnulos celulares3®.
Esta distribucidn asimétrica es esencial en la regulacion de funciones como el transporte
direccional de iones en las células epiteliales o la secrecidn de vesiculas en las células

secretoras de las distintas glandulas®’.

En las Ultimas décadas se han realizado avances en el esclarecimiento de las rutas
moleculares que modulan el establecimiento de la polaridad AP/BL identificandose, al
menos, tres complejos de proteinas que intervienen en esta ruta, esquematizados en la
figura 5. El principal, el complejo Par (Partitioning defective protein), esta constituido
por las proteinas Par3, Par6 y la proteina kinasa C atipica (aPKC)32, e interaccionan con
la GTPasa Cdc42, que ancla el complejo en la regién apical de las células®. Este complejo
proporciona informacién posicional durante las primeras etapas del desarrollo, y es
clave en la distribucién asimétrica de proteinas que provoca la division celular orientada,
proceso que ocurre, por ejemplo, en la regeneracion de los epitelios, donde las células
basales se dividen asimétricamente, orientando la célula que se diferenciara hacia la
region distal, mientras que la célula que permanecerad indiferenciada se situa en la zona
basal®. El segundo complejo de polaridad AP/BL es el formado por las proteinas Crumbs,
Pals1 (Sturdust en Drosophila) y PATJ (Pals1-associated tight junction), cuya funcion esta
restringida a células epiteliales, y estd implicado en la formaciéon de las uniones
estrechas entre células que permiten el establecimiento de la barrera epitelial*l. Por
ultimo, el tercer complejo es el constituido por las proteinas Scribble, Disc large (Dlg) y
Lethal giant larvae (Lgl), que estadn localizadas en la membrana basal de las células
epiteliales*?, y que establecen con los dos complejos apicales interacciones inhibitorias
(Figura 5), promoviendo asi su segregacion y la correcta polaridad AP/BL en las células

epiteliales®3.
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Figura 5: Complejos que regulan la
polaridad Apical/Basolateral. Los tres
principales  complejos proteicos
establecen entre si interacciones
inhibitorias.
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La polaridad apical/basolateral se ha relacionado con el posicionamiento de los
centrosomas a través de la proteina Par6, implicada en el reclutamiento apical de
proteinas que constituyen los centriolos*. Ademds, se ha demostrado que el
movimiento apical de los centrosomas durante la polarizacidon de los epitelios es un
proceso dependiente de Par3, y que embriones de C. elegans defectivos para esta
proteina presentan alteraciones en la localizacidn de los cilios*. Por dltimo, el complejo
Par regula también el posicionamiento de los centrosomas a través de su interaccion
con NuMa (nuclear mitotic aparatus), Pins y proteinas G, desempeifiando un papel
fundamental en la divisidon celular asimétrica durante el desarrollo. Esta ruta esta
implicada en el movimiento apical del cilio primario, y defectos en la proteina Pins

afectan a la migracidn del cinocilio en las células de la céclea®® +’.
Polaridad Celular Planar (PCP) en Drosophila

Diversos estudios realizados en los ultimos afos han relacionado el
posicionamiento de los centriolos y los cuerpos basales con un segundo mecanismo de
polaridad, ortogonal a la ya descrita AP/BL, la denominada polaridad celular planar
(PCP)34 48, Esta compleja ruta molecular coordina la polarizacién de las células a lo largo
del plano, y juega un papel esencial en el establecimiento de los patrones corporales, lo

que queda de manifiesto en su alto grado de conservacién evolutiva*. Existen ademas



dos cascadas de seiializacién que regulan esta polaridad celular planar, la denominada
ruta de Frizzled-PCP (Fz-PCP) y la ruta de Fat-PCP (Ft-PCP), que actuan de forma

simultdnea y coordinada durante el desarrollo®.

La sefializacion de las rutas de PCP, al igual que la polaridad AP/BL, también esta
basada en la distribucién asimétrica de complejos de proteinas, y regula cambios
morfogenéticos mediante la exclusion mutua de estos complejos, localizados en
regiones opuestas en la membrana de las células. En Drosophila, la ruta de Fz-PCP esta
regulada por los elementos transmembranales Frizzled (Fz), Van Gogh (Vang, Vangl en
vertebrados) y Flamingo (Fmi, Celsr en vertebrados), y los componentes citoplasmaticos
Dishevelled (Dsh, Dvl en vertebrados), Diego (Dgo) y Prickle (Pk) (Figura 6), ademas de
los conocidos como efectores de PCP, cuya funcién abordaremos mds adelante y entre
los que se encuentran Inturned (In), Fuzzy (Fy) y Fritz (Frtz, Wdpcp en vertebrados)® >,
Por otro lado, la ruta de Ft-PCP esta compuesta por dos proto-cadherinas, Fat (Ft) y
Dachsous (Ds), y la kinasa Four-jointed (Fj), que coordina la interaccion de estas

proteinas entre membranas adyacentes®?

Para comprender las interacciones moleculares entre los miembros que
conforman la ruta de Fz-PCP en Drosophila, esquematizados en la figura 6, es

conveniente describir estos elementos:

¢ Frizzled: Se trata de un receptor de membrana perteneciente a la familia de
los receptores de siete dominios transmembranales (7-TM) acoplados a
proteinas G. En Drosophila, que cuenta con dos proteinas Frizzled, Fz1 estd
implicado en la sefializacién de PCP, mientras Fz2 sefializa en la ruta candnica
de Wnt/B-catenina. Intracelularmente, Fz1 recluta e interacciona con la
proteina citosdlica Dsh, mientras que en su regidn extracelular se produce
una interaccion con la proteina Vang, localizada en la célula vecina®3. En
vertebrados encontramos hasta 10 isoformas que sirven como receptores
para la ruta de Wnt y que median la regulacién de la transcripcidn génica en

su via candnica, y el establecimiento de PCP en su via no candnica’*.
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Dishevelled: Es una proteina citoplasmatica que contiene diversos dominios
de interaccion proteina-proteina como DIX o PDZ o DEP, y que modula su
actividad mediante procesos de fosforilacion/desfosforilacion, ejerciendo un
importante papel en la sefalizacion celular®. En vertebrados se han

identificado diversas isoformas, como DVL1, DVL2 y DVL3®.

Van Gogh: Es un receptor de membrana del complejo proximal perteneciente
a la familia de receptores de 4 dominios transmembrana (4-TM). En

mamiferos encontramos dos isoformas, Vangl1 y Vangl2°7 %8,

Flamingo: Se trata de una proteina de membrana perteneciente también a la
familia 7-TM. Se encuentra enriquecida en las regiones proximal y distal,
interaccionando con los complejos de PCP, aunque también esta presente en
las uniones estrechas a lo largo de todo el contorno celular®®. En ratén se han
identificado las isoformas CELSR1, CELSR2 y CELSR3. Se ha demostrado que
el dominio situado en el extremo C terminal, citosdlico, interacciona con el

citoesqueleto de actina®

Prickle: Es una proteina citosdlica que presenta tres dominios LIM, dominios
estructurales compuestos por dedos de zinc contiguos, y que estan presentes
en proteinas que interaccionan con el citoesqueleto. En vertebrados

encontramos las isoformas PK1, PK2 y PK362,

Diego: Proteina citosdlica que interacciona tanto con Frizzled, reclutdndose
en la membrana distal, como con Dsh. Ademas, la interaccién Fz-Dgo parece
ser clave para promover el reclutamiento de Fmi. En vertebrados

encontramos a su homaélogo Inversina (inv)®2.



La ruta de Fz-PCP se establece a través de la segregacidon asimétrica de los
complejos de proteinas formados por Fz-Dsh-Fmi, localizado en la regidn distal de cada
célula, y el complejo constituido por Vang-Pk-Fmi, que se sitla en la cara proximal
(Figura 6). Esta distribucion proximal-distal de los complejos de proteinas genera
patrones que se propagan a lo largo de los epitelios, y son especialmente relevantes en
procesos como la gastrulacién, el cierre del tubo neural y la morfogénesis®® 4, La
segregacion diferencial de los complejos se refuerza mediante interacciones negativas
entre ellos en el interior celular, mientras que la comunicacién célula-célula estabiliza

las interacciones entre Vang y Fz%.

Eje de polaridad del tejido
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Figura 6: Representacion esquematica de la disposicion de los complejos de proteinas en la ruta de Fz-PCP. La
membrana distal de cada célula contacta con la membrana proximal de la célula vecina, donde se producen
interacciones entre Fz-Vang que estabilizan los complejos. Intracelularmente, la segregacidén de los complejos se
produce mediante interacciones inhibitorias entre los elementos citosélicos.

En el interior de las células existen interacciones inhibitorias entre ambos
complejos de proteinas, de forma que Vang-Pk impide la formacion del complejo Fz-Dsh
a través de la represion y disminucidn de la estabilidad de Dsh®> %6, Concretamente, Pk
actua secuestrando e inhibiendo la fosforilacion de la proteina citosdlica Dsh, y debido
a que Vang direcciona a Pk en la regidn proximal, es aqui donde ésta puede ejercer su
accion inhibitoria, impidiendo la formacién del complejo Fz-Dsh®’. En el lado opuesto,
Dgo antagoniza los efectos de Pk sobre Dsh, favoreciendo su estabilidad y permitiendo

asi el establecimiento del complejo Fz-Dsh en la cara distal.

En el entorno extracelular, y a diferencia de lo expuesto anteriormente, se
observa una interaccién positiva entre los complejos proximal y distal, de forma que se

estabilizan entre si. En estas interacciones juegan un papel esencial las proteinas de
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membrana, que, acopladas en los complejos opuestos entre dos células vecinas,
estabilizan y transducen las sefiales posicionales de PCP. Los resultados obtenidos en
diversos estudios indican que Wnt regula el establecimiento de PCP a través de la
modulacion de estas interacciones intercelulares Fz-Vang, de modo que el grado de
interaccion entre estas proteinas varia en un gradiente de Wnt a lo largo de los tejidos®®
69, Ademds de estos mecanismos, los componentes del nucleo de PCP estan
notablemente regulados entre si a través de sus niveles de expresidn, de tal forma que
la ausencia o la sobreexpresién de algunas de las proteinas anteriormente descritas se

manifiesta en la pérdida de la polaridad de membranay la disposicién ectdpica del resto

de componentes de PCP’°,

En vertebrados, y concretamente en las células multiciliadas que tapizan
epitelios como las vias respiratorias o los ventriculos cerebroespinales, la ruta de Fz-PCP
ha sido relacionada con el posicionamiento de los centriolos y cuerpos basales, y juega
un papel esencial en la orientacién del movimiento de los cilios’®. Los miembros de la
ruta de PCP se distribuyen en estas células multiciliadas de forma homodloga a la descrita
para Drosophila, y algunos elementos como Vangll han demostrado ser esenciales en
posicionamiento de los cuerpos basales, utilizandose incluso como marcador de esta
poblacion celular debido a sus elevados niveles de expresion’?. Ademas, defectos en la
expresion de DVL en células multiciliadas del tracto respiratorio provocan una pérdida
del patrén polarizado de proteinas, afectando a la direccién del flujo de moco debido a
defectos en el anclaje de los cuerpos basales en la membrana apical’3. En otros érganos,
como en el cerebro, miembros de la ruta de Fz-PCP como CELSR2/3, VANGL2 o DVL estan
implicados en la polarizacidon de los cilios en las células ependimales, y su alteracién
provoca enfermedades como la hidrocefalia®® 74. El papel esencial de la ruta de Fz-PCP
en el posicionamiento de los centriolos y cuerpos basales en vertebrados se pone de
manifiesto en el hecho de que multitud de patologias han sido relacionadas con

alteraciones en los niveles de expresién o la distribucion de los miembros de esta ruta’.

Como hemos mencionado anteriormente, ademdas de la ruta de Fz-PCP, el
establecimiento de la polaridad celular planar estd mediado por otra cascada de
sefializacion, la conocida como ruta de Ft/Ds-PCP. Esta ruta de polaridad esta basada en

lainteraccidn entre las protocadherinas Fat (Ft) y Dachsous (Ds), y esta regulada ademas



por la proteina quinasa Four-jointed (Fj)’®. La sefalizacion dependiente de Ft/Ds-PCP
abarca sefiales globales, que determinan la distribucidon de distintos tipos celulares,
tejidos y drganos, y que genera el patrén estructural del organismo, y locales, que
orientan individualmente a las células con respecto a sus vecinas. El establecimiento de
los patrones globales de polaridad estd regulado por la distribucién asimétrica de Fj, que
se expresa mayoritariamente en la regidn distal del organismo, y de Ds, enriquecido en
la zona proximal’’ (Figura 7). Las interacciones entre los miembros de la ruta se basan
en que Ds actua como ligando de Ft, inhibiendo su funcién y provocando asi un gradiente
de actividad Ft en la region distal’® (Figura 7 b). Intracelularmente, Ds recluta a la
proteina citosdlica Dachs, que activa la respuesta transcripcional tanto de la ruta
candénica de Hippo, que participa en la morfogénesis, como en la ruta Ft/Ds-PCP”° (Figura

7 a).
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Figura 7: Esquema de la ruta Ft/Ds-PCP. Esta ruta regula el establecimiento de la polaridad planar dentro de cada célula
(a) y alo largo de los epitelios planos, a través de gradientes de expresidn y actividad de los miembros de la ruta (b).
En Drosophila se ha propuesto que la ruta Ft/Ds-PCP interviene en la
organizacién de los microtubulos, polarizando distalmente las vesiculas de membrana
enriquecidas en Fz-Dsh-Fmi®, aunque no existe consenso acerca de este hallazgo, pues
la localizacién de los componentes de la ruta Ft/Ds y Fz-PCP difieren durante el
desarrollo®!. La ruta de Ft/Ds-PCP también esta presente en vertebrados, en los que se
han descrito cuatro isoformas de Fat (FAT 1-4), y dos de Ds (DS1 y DS2), y se ha
demostrado que una de ellas, FAT4, es esencial para la division celular orientada®?.
Ademas, defectos en la expresién de FAT4 en embriones de ratdon provocan atrofia en

los tubulos renales®?. La ruta Ft/Ds-PCP parece estar implicada en la morfogénesis de
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ciertos érganos como los rifilones, ya que ratones mutantes en otro miembro de esta
ruta identificado en vertebrados, DACH1, presentan también alteraciones en estos
organos®. A pesar de estos hallazgos, el papel de la ruta de polaridad Ft/Ds-PCP en el
posicionamiento de los centrosomas y cuerpos basales, tanto en vertebrados como en

invertebrados, es alin una incégnita.
El citoesqueleto en el posicionamiento de los centriolos y cuerpos basales

Diversos estudios han relacionado la posicién de los centrosomas y cuerpos
basales con elementos del citoesqueleto como los filamentos de actina, los
microtUbulos o proteinas motoras como la miosina y dineina®. En los epitelios que
presentan células multiciliadas, la actina apical incrementa la superficie que permite el
anclaje de los cilios, y estd también implicada en el interespaciado de los cuerpos
basales, poniendo de manifiesto la conexion entre estas estructuras y el citoesqueleto
de actina®. De acuerdo con esto, el tratamiento con un inhibidor de la polimerizacién
de los filamentos de actina, la citocalasina D, provoca defectos en la migracion de los
cuerpos basales de los cilios en las células epiteliales de vertebrados®®. Por otro lado, se
ha demostrado que una de las principales estructuras de los cilios, el pie basal,
interacciona estrechamente con el citoesqueleto de tubulina en un proceso que
determina la orientacién de las batidas de los cilios, y en el que esta implicada la proteina
ODF2 (Outer Dense Fibers 2)%. Todos estos hallazgos revelan un papel clave del

citoesqueleto en el posicionamiento orientado de los centrosomas y cuerpos basales.
La ruta de PCP y su conexidn con el citoesqueleto

La ruta de Fz-PCP fue descubierta inicialmente en Drosophila debido a defectos
en estructuras visibles en la cuticula de las células epiteliales de las alas y patas®®.
Concretamente, individuos defectivos en miembros de la ruta de PCP exhiben una
reorientacién de estas estructuras, denominadas quetas o tricomas, que estan
compuestas por filamentos de actina y microttbulos estables®. En las células epiteliales
del ala de Drosophila, una vez que los componentes de PCP estan completamente
establecidos, las quetas de actina se proyectan en la membrana apical, orientandose
hacia la region distal de cada célula (Figura 8) en un proceso dependiente de las rutas

polaridad celular planar. La composicion de estos elementos celulares, basada en



componentes del citoesqueleto, y su alteracion en mutantes PCP reveld un nexo entre

ambos sistemas que fue detallado posteriormente®,

Proximal Distal y
Vang/Pk

Ala de Drosophila Célula epitelial del ala

Figura 8: Esquema del posicionamiento de la queta de actina en las células epiteliales del
ala de Drosophila.

Como hemos mencionado anteriormente, en algunos érganos como las alas de
Drosophila adulta, los fenotipos ligados a defectos en la sefializaciéon por PCP se
manifiestan en la orientacidn de las quetas. En este sentido, se ha descrito un conjunto
de proteinas relacionadas con la regulacidon del citoesqueleto de actina que interacciona
con los elementos de la ruta de PCP, y que se han denominado efectores de polaridad
celular planar (Planar Polarity Effectors, PPE)°l. Entre estas proteinas encontramos
miembros de la familia de las forminas (proteinas con dominios de unidn a actina) como
Mwh (del ingés Multiple wing hair), Inturned (In, INTU en vertebrados), Fuzzy (Fy, FUZ
en vertebrados) y Fritz (WD repeat-containing and planar cell polarity effector protein,
WDPCP en vertebrados), que se encuentran enriquecidas en la regidn proximal de las
células polarizadas, interaccionando con el complejo Vang/Pk®* %3, Estas proteinas, cuya
localizacion esta restringida al dominio proximal de las células epiteliales, actdan
inhibiendo la polimerizacidon de actina en esta regién (Figura 9 a), y es por esto por lo
gue defectos en la localizacién de los complejos de PCP modifican el posicionamiento
de estas proteinas y promueven la formacién ectépica de las quetas de actina (Figura 9
b)®*. En la regidn distal, en cambio, las GTPasas pequefias de la familia de Rho como
Cdc42, Racl y RhoA regulan el proceso de polimerizacion de actina®, localizandose
distalmente gracias a la interaccién con Dsh®®. Las alteraciones en estos efectores de

polaridad celular planar se traducen en células con mas de una queta de actina, en el
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caso de pérdida de funcidon de Mwh, In, Fy o Fritz, o ganancia de funcién de las GTPasas
de Rho (Figura 9 c), mientras que células defectivas para estas GTPasas no presentan

quetas de actina® %",
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Figura 9: Esquema de la regulacion de la polimerizacion de actina localizada en el proceso de formacidn de las quetas.
(a) En las células silvestres Vang recluta a In, Fy y Mwh en la regidn proximal, donde inhiben la polimerizacién de actina.
En la zona distal de las células se proyecta la queta de actina, gracias a las GTPasas de la familia de Rho. (b) En mutantes
PCP, la pérdida de la polaridad provoca el crecimiento ectépico de las quetas de actina. (c) Mutantes en los efectores
de PCP que inhiben la polimerizacién distal de actina generan fenotipos de quetas multiples, aunque conservando la
orientacion distal.



Las conexiones moleculares entre la via Fz-PCP y las GTPasas de la familia Rho se
han descrito, ademads de en Drosophila, en modelos como Xenopus o vertebrados. En
vertebrados, los efectores de polaridad celular planar se engloban en el complejo
CPLANE (Ciliogenesis and planar polarity effectors), y uno de sus elementos, FUZ, ha sido
relacionado con la ciliogénesis y el transporte direccionado de proteinas en el cilio.
Concretamente, ratones mutantes para FUZ presentan defectos en el tubo neural y
alteraciones en la seiializacién de la ruta Hedgehog debidas al ensamblaje defectivo del
cilio primario®®. Ademas, en este mismo estudio demostraron que FUZ interviene en la
ciliogénesis de las células multiciliadas del epitelio respiratorio y su anclaje en la
membrana apical. La relacién entre la ruta de PCP y el complejo CPLANE ha sido
estudiada en profundidad en vertebrados, donde ademas se ha relacionado con el
posicionamiento de los cuerpos basales de los cilios. En este sentido, se ha demostrado
gue DVL es esencial para el posicionamiento de los cuerpos basales en un mecanismo
dependiente de Rho, que orienta en el plano el pie basal para producir el batido

direccionado de los cilios en las células multiciliadas®.

En su conjunto, estos estudios revelan un importante papel de los miembros del
nucleo de senalizacidn de polaridad celular planar, asi como de los PPE, en la migracion
orientada de los cuerpos basales en células de vertebrados, y aunque fueron
inicialmente descritos en Drosophila, su funcién en el posicionamiento de los centriolos
mas alla de las células multiciliadas ha comenzado a estudiarse en los Ultimos anos. A
este esclarecimiento ha contribuido notablemente el trabajo previamente publicado en
nuestro laboratorio'®, que sirve como punto de partida para este capitulo, y que

detallaremos a continuacién.
La ruta de Fz-PCP y el posicionamiento de los centriolos en Drosophila

Los hallazgos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que, a lo largo
del desarrollo de las células epiteliales del ala de Drosophila, los centriolos se posicionan
progresivamente en la zona distal de cada célula (Figura 10). Esta migracién hacia la
region distal, que ocurre de forma simultanea al desarrollo de las quetas de actina,
revel6 un mecanismo de polarizacion de los centriolos en el que podrian estar

implicadas las rutas de polaridad celular planar.
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Para estudiar el posicionamiento de estructuras subcelulares como los centriolos
es necesario delimitar primero el contorno celular, lo que se consiguié con el marcaje
de la proteina Fmi (Figura 10 b’), que como hemos mencionado con anterioridad, se
encuentra enriquecida en los dominios proximal y distal, ademas de en las uniones
estrechas de las células epiteliales®®. La posicion de los centriolos fue obtenida a través
del marcaje de la proteina centriolar Sas-4 (Figura 10 b”), y se empleé un método
cuantitativo que permitié analizar este posicionamiento a lo largo del desarrollo del
epitelio del ala. De forma resumida, cada célula marcada fue dividida en cuatro
cuadrantes, analizando el cuadrante en el cual se encontraba el centriolo. Esta

cuantificacidon permitié comparar entre distintas condiciones experimentales.

a b

Proximal Distal

120

240

29h

Migracién distal de los centriolos a lo largo del desarrollo

Figura 10: Migracion distal de los centriolos en el desarrollo de las células del ala de Drosophila. Utilizando como
modelo el epitelio del ala de Drosophila (a) y mediante el marcaje de la proteina Fmi para delimitar el contorno celular
(b’) y Sas-4 para marcar los centriolos (b”’), se analizé el posicionamiento de los centrosomas a lo largo del desarrollo
tras 29, 31y 34h tras la formacién de la pupa a 25°C (c-c”’). (d) Representacidén esquematica de la migracion distal de
los centriolos en las células del ala de Drosophila.

Los resultados de distribucidn de centriolos obtenidos tras analizar las células en
distintas etapas del desarrollo del ala fueron representados en diagramas de rosetas, en
los que se resalta el cuadrante distal de las células (entre -45° y +45°), donde los
centriolos se van posicionando a medida que avanza el desarrollo del érgano (Figura 10
c-c”’). En este trabajo se orienté la region distal del tejido y de las células hacia el lado

derecho, tanto de las imagenes de microscopia como en las cuantificaciones y esquemas



de las figuras. En el panel d de la figura 10 se esquematiza el proceso de migracién de

los centriolos en las células del epitelio del ala.

El andlisis de la migracidn polarizada de los centriolos a lo largo del desarrollo,
junto con los datos de vertebrados detallados anteriormente, sugerian una posible
regulacion de las rutas de polaridad celular planar en esta migracién. Como hemos
descrito previamente, la alteracidon en la localizacién o la expresion de los miembros de
la ruta de PCP se manifiesta en la pérdida de la orientacién de las quetas de actina
(Figura 9 b). Para determinar si defectos en los niveles de expresiéon de distintos
miembros de la ruta de sefalizacién de Fz-PCP provocaban una alteraciéon en la
distribucién de los centriolos, se utilizaron técnicas de ARN de interferencia para el
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bloqueo de la expresidon de Fmi (Figura 11 c-c¢’”’), ademas de la sobreexpresion de Pk

2y

(Figura 11 e-e’”’) y Fz (Figura 11 g), y se analizd el posicionamiento de los centriolos en

estas condiciones, comparandolo con células silvestres (Figura 11 a-a’”)

Estos experimentos revelaron que la distribucién de los centriolos en las células
defectivas para miembros del nucleo de sefializacién de PCP se encontraba alterada,
reduciéndose la abundancia de centriolos en el cuadrante distal, como se muestra en
los graficos de roseta de los paneles d, fy h de la figura 11 en comparacidn con las células
silvestres (paneles a, i). De esta forma, el trabajo realizado previamente en nuestro
laboratorio permitié demostrar que el posicionamiento de los centriolos esta regulado
por la ruta de Fz-PCP. Ademas, comprobaron que la distribucién distal de los centriolos
estd relacionada con la orientacién de las quetas de actina, ya que en individuos
mutantes para una isoforma de la proteina Prickle, cuyo fenotipo se manifiesta en la
inversién de las quetas de actina, los centriolos se disponian también orientados hacia
la zona proximal (Figura 11 e, f) poniendo asi de manifiesto la existencia de una conexién

entre el desarrollo de esta estructura y la polarizacién de los centriolos.
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a’”’ Actina

Figura 11: La polarizacion distal de los centriolos esta regulada por la ruta de Fz-PCP. Mediante el marcaje de
inmunofluorescencia de la proteina Disc large (Dlg, a’, ¢’) y la proteina centriolar Sas-4 (a”’, c¢”’) se cuantifico el
posicionamiento de los centrosomas en las células del ala de Drosophila 32-34h tras la formacién de la pupa (b, d) en
individuos silvestres (a, b) y defectivos para la proteina Fmi (c, d). El marcaje de actina (a’”", c¢’’, ") permitid
identificar las células con alteracion de la polaridad celular. En el caso de sobreexpresion de Pk (e, f) y Fz (g) el marcaje
con Fmi (e’) y Sas-4 (e”’) permitio la cuantificacién del posicionamiento de los centriolos en células silvestres (h) y
células defectivas (f, i).

Tras comprobar que el posicionamiento de los centrosomas depende de la ruta
de Fz-PCP, y en base a los datos en vertebrados que conectan la polarizacién de los
cuerpos basales con el complejo CPLANE, se analizé si en células mutantes para Mwh,
cuyo silenciamiento provoca la formacién de varias quetas de actina en cada célula
(Figura 9 c) la distribucion de los centriolos se encontraba alterada. Los resultados de
este experimento sugerian una leve disminucién de la polarizacién de los centriolos
(Figura 12 a-b), que aparecieron menos enriquecidos en el cuadrante distal en

comparacion con los individuos silvestres.
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Figura 12: La polarizacion distal de los centriolos se ve alterada en las células defectivas para Mwh. Mediante el
marcaje de inmunofluorescencia de las proteinas Asl (a’) Fmi (a”’) y Actina (a’”’), se analizo el posicionamiento
distal de los centriolos de Drosophila, representado en el grafico de roseta (b).

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron concluir que la polarizacidn
distal de los centriolos se encuentra regulada por la ruta de Fz-PCP, y que defectos en la
misma provocan alteraciones en el posicionamiento de estos organulos. Ademas, se
comprobd que en individuos mutantes para Mwh, la polarizaciéon de los centriolos se
encontraba afectada'®. A pesar del conocimiento arrojado por este estudio, el papel del
resto de efectores de PCP y el citoesqueleto de actina en el posicionamiento orientado
de los centriolos en Drosophila ain no han sido esclarecidos. Ademas, puesto que el
establecimiento de la polaridad celular planar estd mediado por dos cascadas de
sefalizacion, cabria esperar una posible implicacion de la ruta de Ft/Ds-PCP en la

polarizacién de los centriolos, algo que aun no ha sido abordado.

En base a estos hallazgos, en este trabajo nos propusimos profundizar en la
relacion entre los efectores de la ruta de PCP y el posicionamiento coordinado de los
centriolos, estudiando también el papel de la polimerizacién de actina en este proceso.
Ademas, desarrollamos novedosos sistemas de cuantificacion para analizar el papel de
los PPE y el citoesqueleto de actina en la migracién de estos organulos. Por ultimo, en
este capitulo nos propusimos identificar si, ademas de la ruta de Fz-PCP, el proceso de

polarizacién distal de los centriolos esta también regulado por la ruta de Ft/Ds-PCP.
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OBJETIVOS CAPITULO |

33



34



Objetivos Capitulo |

En los organismos pluricelulares, el posicionamiento de los orgdnulos en el
interior celular es clave para la correcta funcién fisioldgica de células, tejidos y drganos.
Como cabria esperar, este proceso no ocurre de forma aleatoria, y esta estrechamente
regulado por distintas rutas de sefalizacidn, conocidas como rutas de polaridad celular.
En este sentido, el posicionamiento y orientacion de los centriolos es fundamental para
una morfogénesis adecuada, pues estan implicados en procesos tan diversos como la
divisién celular orientada o el movimiento coordinado de los cilios en el epitelio de las

vias respiratorias o los ventriculos del sistema nervioso.

En base a esto, profundizar en las rutas moleculares que gobiernan el
posicionamiento de los centriolos es clave para comprender tanto la fisiologia como los
estados patoldgicos originados por defectos en las mismas. Debido a la dificultad que
supone recrear los procesos de polaridad celular planar en placas de cultivo, Drosophila
melanogaster se ha posicionado como uno de los modelos mas empleados en el estudio

de la polaridad celular planar.

Datos previos obtenidos en nuestro laboratorio han demostrado que, en las
células del ala de Drosophila, el posicionamiento apical de los centriolos se encuentra
regulado por la ruta de polaridad celular planar Fz-PCP. En base a estos datos, en el
presente capitulo nos planteamos profundizar en la implicacion de las rutas de polaridad
celular planar en la migracién polarizada de los centriolos. Para ello, nos planteamos los

siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar el papel de los efectores de polaridad celular planar (PPE) en
la migracion polarizada de los centriolos en las células del epitelio del ala

de Drosohpila.

2. Analizar la implicacidon del citoesqueleto de actina en la migracién
orientada de los centriolos mediante el empleo de drogas que impiden

su polimerizacién.
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3. Estudiar el papel de la ruta de polaridad Ft/Ds-PCP en la regulacion de la

distribucién de los centriolos en células de Drosophila.



RESULTADOS CAPITULO |
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RESULTADOS CAPITULO |

En base a los hallazgos obtenidos previamente en nuestro laboratorio, descritos
en el apartado de introduccién, en este capitulo nos propusimos profundizar en la
relacién entre los efectores de la ruta de polaridad celular planar (PPE) y la migracién
coordinada de los centriolos, abordando también el papel del citoesqueleto de actina
en este proceso. Ademas, nos propusimos estudiar si la polarizacién distal de los
centriolos esta también regulada por la ruta de Ft/Ds-PCP, algo que hasta ahora no ha

sido descrito.

Como hemos mencionado en la introduccién, algunos tejidos de Drosophila
como el epitelio de las alas son de gran utilidad a la hora de estudiar la localizacidn de
estructuras y proteinas implicadas en los distintos sistemas de polaridad, pues la
disposicion de las células que componen estos tejidos conforma epitelios planos con
ejes de polaridad claramente definidos, y con estructuras como las quetas de actina,
orientadas distalmente. En el presente capitulo utilizamos este modelo de estudio para
analizar el posicionamiento de los centriolos en células con alteraciones en efectores de
PCP. Para lograr estos objetivos desarrollamos novedosos sistemas de cuantificacién
gue permitieron analizar el posicionamiento de estos organulos en diversas condiciones

experimentales.
Estrategia para el analisis de fenotipos de PCP

Para estudiar el posicionamiento de los centriolos en las células defectivas para
los distintos efectores y miembros de la ruta de polaridad celular planar, empleamos el
sistema de expresion GAL4/UAS, que permite la transcripcion dirigida de secuencias de
ARN de interferencia en regiones concretas del ala de Drosophila, haciendo posible
comparar entre células silvestres y afectadas por el silenciamiento en alas de un mismo
individuo. Como se detalla en el apartado de materiales y métodos (Figura M.1), este
sistema de expresion esta basado en el cruce de lineas de moscas que portan un
determinado gen (o, como en nuestro caso, una secuencia de ARN de interferencia,
ARNi) bajo la secuencia activadora UAS (Up-stream Activating Sequence) con individuos
gue presentan el activador transcripcional GAL4. En la descendencia del cruce, este

activador transcripcional reconoce a las regiones UAS y promueve la transcripcion de las
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secuencias que se encuentran bajo su regulacion. Para dirigir la expresién del activador
transcripcional Gal4 a un determinado tejido o regidn de un érgano, éste se puede poner
bajo la regulaciéon de un promotor especifico de ese tejido, lo que denominamos driver,

de modo que la expresion de la secuencia de ARN de interferencia queda también

restringida a esa region.

En esta tesis se utilizaron lineas de Drosophila portadoras de secuencias de ARN
de interferencia bajo la regién activadora UAS, que fueron cruzadas con la linea Gal4
bajo el driver Decapentaplegic (Dpp). La descendencia de estos cruces, esquematizados
en el panel a de la figura RI.1, presenta alas en las que la transcripcién de las secuencias
UAS-ARNi tiene lugar en la regidon comprendida entre las venas longitudinales L3 y L4,
sin afectar al resto del drgano (Figura RI.1 b). Esta estrategia fue utilizada tanto para los

efectores de PCP (PPE) como para los miembros del nucleo de sefializacion de PCP.

a b

UAS-ARNI

Descencia
Dpp-Gal4
+

UAS-ARNi

Dpp-Gal4 UAS-Vang IR

Figura RI.1: Estrategia para el empleo de lineas de Drosophila con secuencias de ARN de interferencia frente a
proteinas reguladoras y efectoras de PCP. Esquema de los cruces entre las lineas con secuencias UAS-ARNi y lineas
Dpp-Gal4 (a). Imagen de un ala de Drosophila adulta en la que se resalta en verde el dominio de expresion del
driver Gal4 (b). Imagen de un ala afectada por el silenciamiento de la proteina Vang en el dominio Dpp (c). Detalle
de una regién dentro del dominio Dpp (d), y fuera del mismo (e). L1-5: Venas longitudinales, vc-a: vena cruzada
anterior, vc-p: vena cruzada posterior. La barra de escala en b representa 250um y en d, e 20um.



En los paneles inferiores de la figura RI.1 se muestra un ejemplo de la estrategia
utilizada. Como hemos descrito en la introduccion, la alteracién en los niveles de
expresion de proteinas implicadas en el nucleo de sefializacion de PCP se manifiesta en
las células del epitelio del ala de Drosophila en la pérdida de orientacion de las quetas
de actina. En este ejemplo se utilizé una linea de moscas portadora de una secuencia
ARN de interferencia frente a la proteina Vang, que fue cruzada con la linea Dpp-Gal4,
dirigiendo el efecto de esta interferencia sélo a la regién comprendida entre las venas
L3 y L4 (Figura RI.1 c). El aumento de esta zona, sefialada en la figura con un recuadro
verde, muestra una clara alteracién en la polaridad de las quetas, que aparecen
formando remolinos o incluso orientadas hacia la zona proximal (Figura RI.1 d). Cuando
analizamos las quetas en las células no afectas por el ARN de interferencia, fuera del
dominio Dpp (recuadro rojo), comprobamos que la orientacién de éstas no se encuentra
alterada (Figura RI.1 e). Esta estrategia nos permitié comparar el posicionamiento de los
centriolos en células defectivas para elementos de la ruta de PCP con el de las células

silvestres en un mismo individuo.
Validacidn de las lineas de Drosophila con ARNi para los efectores de PCP

Una vez definida la estrategia para modular los niveles de expresién de los
miembros de la ruta de PCP en las células del ala de Drosophila, pasamos a validar el
nivel de afectacién generado empleando las lineas comerciales portadoras de
secuencias de ARN de interferencia disponibles para los distintos PPE. Esta primera
aproximacion nos permitié seleccionar aquellas lineas que provocaron fenotipos mas

robustos para el posterior analisis del posicionamiento de los centriolos.

Como hemos detallado en la introduccién, los defectos en los efectores de PCP
se manifiestan en el desarrollo de multiples quetas de actina en cada célula del ala de
Drosophila. Siguiendo la aproximacion anteriormente descrita, las lineas comerciales
portadoras de ARN de interferencia para los efectores de PCP Fritz, Inturned, Fuzzy y
Mwh fueron cruzadas con la linea Dpp-Gal4. Las pupas se incubaron a 29°C, temperatura
a la cual el sistema de expresién UAS-Gal4 provoca mayor intensidad del fenotipo. Las
alas de los individuos adultos de la descendencia fueron observadas bajo el microscopio

Optico. Se utilizaron lineas que contenian distintas secuencias de interferencia para el
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mismo gen, con el objetivo de seleccionar aquellas que provocasen una mayor

intensidad en el fenotipo de quetas multiples.

@ dpp> Fritz-IR (103611/KK) 29°C

PN
b dpp> Fritz-IR (40088/GD) 29°C

€ dpp> In-IR (27252/GD) 29°C




f dpp> Mwh-IR (41514/GD) 29°C

*

-
.\\4 |

_
Figura RI.2: Andlisis del fenotipo provocado por el silenciamiento de los efectores de PCP en células del
dominio Dpp de alas de ejemplares adultos. A la izquierda de cada panel se muestra el aspecto general
del ala (la barra de escala representa 250um), en la zona central se observa un detalle del domino Dpp
(barra de escala 20um), y a la derecha de cada panel se muestra un aumento mayor de las quetas de actina
(barra de escala 4um). Se utilizaron lineas con ARN de interferencia frente a Fritz (a, b), Inturned (c, d),
Fuzzy (e) y Mwh (f, g).

En la figura RI.2 se muestran imagenes de las alas de la descendencia de los
cruces entre lineas UAS-ARNi y Dpp-Gal4. Para cada linea de Drosophila utilizada se
muestra una imagen del aspecto general del érgano completo, un aumento del dominio
Dpp, para comprobar el fenotipo de quetas multiples, y dos detalles de las células a un
mayor aumento. El silenciamiento del efector de PCP Fritz, para el que se utilizaron dos
lineas distintas (Figura RI.2 a, b), provocé un fenotipo de quetas multiples en el dominio
Dpp de la descendencia de ambos cruces, sin embargo, el nivel de afectacién obtenido
utilizando la linea 103611/KK (Figura RI.2 a) fue mas robusto, encontrando un mayor
numero de células con quetas multiples que en el cruce de la linea 40088/GD (Figura
RI.2 b). En el caso del silenciamiento de la proteina Inturned (Figura RI.2 ¢, d), las alas de
la descendencia presentaban varias células con quetas multiples dispersas dentro del
dominio Dpp. Una de las lineas utilizadas frente a esta proteina, la 103407/KK, provocd
un estrechamiento del dominio Dpp, y defectos en la vena cruzada anterior (vc-a), como
podemos observar en el panel d de la figura RI.2. Este efecto puede ser causado por la

muerte de las células tras el silenciamiento de Inturned. El andlisis de las alas con

defectos en la expresién de Fuzzy (Figura RI.2 e) mostré muy pocas células con quetas
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multiples en el dominio Dpp, mientras que el silenciamiento de Mwh, para el que
también se utilizaron dos lineas distintas, provocé fenotipos muy robustos en ambas,
como se muestra en los paneles f y g de la figura Rl.2, donde podemos observar células

con hasta tres y cuatro quetas de actina.

Los resultados obtenidos en este experimento demostraron que el
silenciamiento de los efectores de PCP utilizando lineas de Drosophila con ARN de
interferencia frente a Fritz, Inturned, Fuzzy y Mwh provocan fenotipos de quetas de
actina multiples. Los fenotipos mas robustos fueron obtenidos utilizando las lineas
103611/KK para Fritz, y 41514/GD y 45265/GD para Mwh, que fueron empleadas para

el posterior andlisis del posicionamiento de los centriolos.

Ademas de los efectores de PCP anteriormente estudiados, como hemos descrito
en la introduccidn, las alteraciones en las GTPasas de la familia de Rho, que modulan el
citoesqueleto de actina, provocan fenotipos de quetas multiples, y su localizacién celular
estd mediada por las rutas de PCP1%!, Esta familia estd compuesta por miembros como
Rho A, Racl, Cdc42, la proteina quinasa asociada a Rho (Drok), y Daam1. En base a estos
datos, decidimos estudiar el efecto del silenciamiento de estas proteinas en el
posicionamiento de los centriolos de Drosophila, para lo que utilizamos la misma
aproximacion anteriormente descrita, comprobando el nivel de afectacidn fenotipica en

los cruces con las distintas lineas comerciales de ARNi disponibles.



a
dpp> Rho-IR (107502/KK)

b
dpp> Rho-IR (51952/GD)

N2
A - -~ N ‘(\‘
p— N




46

f
dpp> Daam1-IR (24885/GD)

Figura RI.3: Andlisis del fenotipo provocado por el silenciamiento de las GTPasas de la familia
de Rho en el dominio Dpp de alas de ejemplares adultos. En cada panel se muestra a la
izquierda una imagen del aspecto general del ala (barra de escala 250um), en la zona central,
un detalle del domino Dpp (barra de escala 20um), y a la derecha un aumento mayor de las
quetas de actina (barra de escala 4um). Se utilizaron lineas con ARN de interferencia frente a
Rho (a, b), Racl (c), Drok (d, e), Daam1 (f, g) y Cdc42 (h).

Una vez realizados los cruces, analizamos los fenotipos provocados por el
silenciamiento de las proteinas GTPasas de la familia de Rho. El silenciamiento de Rho,
para el que se utilizaron dos lineas distintas, no ocasiond células con quetas de actina
multiples en dominio Dpp, como se muestra en los paneles a y b de la figura RI.3,
resultado que también fue obtenido en el caso del silenciamiento de Racl (Figura RI.3
c). La descendencia de los cruces con lineas portadoras de secuencias de ARNi frente a
Drok, en cambio, si mostré fenotipos robustos de multiples quetas de actina, como

podemos observar en las imagenes de mayor aumento de los paneles d y e de la figura

RI.3. Ademas de este fenotipo, los ejemplares defectivos para Drok también



presentaban notables alteraciones en el dominio Dpp, que se observan en las imagenes
del ala completa, como el aumento del tamafio de esta region, posiblemente provocado
por la hipertrofia de las células afectadas, y el crecimiento ectdpico de una tercera vena
cruzada en el caso de los cruces con la linea 3793/GD (Figura RL.3 d), ademas del
crecimiento de tumores en dominio Dpp en el caso de la linea 104675/KK (Figura RI.3 e).
El silenciamiento de la proteina Daam1 no ocasiond células con multiples quetas de
actina (Figura R1.3 f, g), aunque si observamos un notable estrechamiento en el dominio
Dpp, vy la pérdida de la vena cruzada anterior en el caso de las alas del cruce con la linea
103921/KK (Figura RI.3 g). Por ultimo, el silenciamiento de Cdc42 tampoco provocd

fenotipo de quetas multiples, ni ninguna alteracién aparente del tejido (Figura RL.3 h).

Los resultados del analisis de fenotipos ocasionados por el silenciamiento de los
moduladores de actina de la familia de Rho demostraron que el bloqueo de la expresién
de la quinasa de Rho, Drok provoca el desarrollo de células con quetas de actina
multiples. El silenciamiento del resto de GTPasas estudiadas en este experimento no

provoco este fenotipo.

Una vez analizados los fenotipos en adulto, seleccionamos las lineas 103611/KK
(Fritz), 41514/GD y 45265/GD (Mwh) y 3793/GD y 104675/KK (Drok), y la incubaciéon de
las pupas a 29°C para analizar el papel de los PPE y los moduladores del citoesqueleto

de actina en el posicionamiento de los centriolos.
Métodos para el analisis de polarizacion de centriolos

De manera general, para caracterizar el posicionamiento de un centriolo en el
interior celular es necesario marcar el centriolo y el contorno de la célula que lo
contiene. El posicionamiento de los centriolos puede analizarse mediante el marcaje y
seguimiento de la proteina centriolar Sas4 (Figura RI.4 c). En nuestro caso, utilizamos
una linea de Drosophila que contenia la construccién Sas4-GFP, que se expresaba en
todas las células del individuo, ademas del driver Dpp-Gal4, para dirigir asi el
silenciamiento de las proteinas de interés en células con los centriolos marcados. Para
delimitar el contorno celular empleamos el marcaje de la proteina Flamingo, localizada
en las uniones adherentes de las células (Figura RL.4 b). Por ultimo, la identificacidn del

fenotipo de quetas multiples se realizé mediante el marcaje de los filamentos de actina

47



48

mediante el uso de faloidina conjugada con fluoréforos (Figura RI.4 d). Del mismo modo
que en el trabajo previo desarrollado en nuestro laboratorio, en las imagenes de
microscopia, cuantificaciones, y esquemas de las figuras, la regioén distal de las células y
tejidos se orientd siempre hacia el lado derecho. Una vez marcados los distintos
elementos celulares, se utilizaron dos métodos cuantitativos diferentes que se exponen
brevemente a continuacién, y que se describen con mds detalle en el apartado de

materiales y métodos.

El primero de ellos, el método ABP (Average Basal Body Position), mide la
polarizacién mediante la distancia del centriolo al centroide de la célula, siendo -1 la
coordenada mas proximal de la célula, O el centroide celular, y 1 la coordenada mas
distal, como se esquematiza en el panel e de la figura RL4. Utilizando un software
especifico calculamos la media de estos valores en un conjunto de células, y
comparamos asi la polarizacion de los centriolos en zonas afectadas y no afectadas por
el silenciamiento de las dianas analizadas. Los valores mas altos (mas cercanos a 1)
representan centriolos polarizados distalmente, mientras que los valores cercanos a 0
representarian centriolos no polarizados. Valores mas cercanos a -1 indican centriolos

polarizados proximalmente.

En el segundo método, el método Q (del inglés Quartile), las células se dividen
en cuatro cuadrantes o cuartiles, y cada centriolo es asignado a un cuartil (Q1-Q4)
determinado en funcién de su posicidon, como se muestra en el esquema recogido en el
panel f de la figura RI.4. Posteriormente se cuantifica el nUmero de centriolos presentes
en cada cuartil para una poblacion de células. Los resultados obtenidos de las
cuantificaciones empleando estos dos métodos nos permitid6 comparar entre

poblaciones de células afectadas por el silenciamiento y silvestres.
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Figura RI.4: Métodos para la cuantificacion de la distribucion de los centriolos en células de Drosophila.
Para delimitar el contorno celular se utilizo el marcaje de la proteina Flamingo (azul en a y gris en b), para
los centriolos, Sas4 (verde en ay gris en c), y para las quetas se empled el marcaje de actina polimerizada
(rojoenay gris en d). El método ABP se esquematiza en el panel e y el método Q en el f. La barra de escala
en a representa 10um.

Las células con defectos de PPE no presentan alteraciones en la polaridad de los

centriolos

Tras seleccionar las lineas de Drosophila con ARN de interferencia que
provocaron fenotipos robustos de quetas de actina multiples, realizamos los cruces
entre éstas y la linea Sas4-GFP/Dpp-Gal4, para asi evaluar la posicion de los centriolos
con los métodos de cuantificacidon anteriormente descritos. Las lineas utilizadas en este
experimento fueron las seleccionadas en el andlisis de fenotipos anterior: Fritz
(103611/KK), Mwh (41514/GD) y Drok (3793/GD). Las pupas procedentes de estos
cruces se colectaron e incubaron a 29°C durante 28,5h, tiempo determinado
previamente en nuestro laboratorio, en el cual las quetas de actina se desarrollan
totalmente, y los centriolos se encuentran completamente polarizados. Tomando como
referencia el momento de la recoleccién de las pupas, denominamos los diferentes
tiempos de incubacién como APF (After Pupae Formation). Posteriormente se realizé la

inmunofluorescencia para Fmi y el marcaje de actina para detectar las quetas.
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Figura RL.5: Analisis de la polarizacion de los centriolos en células con fenotipos de quetas multiples
producidos por el silenciamiento de los PPE. Las imagenes de microscopia confocal muestran las
proteinas Sas4-GFP (en verde en los paneles a’, b’, ¢’), la inmunodeteccién de Fmi (azul en a’, b’, ¢’) y
el marcaje de actina (a”, b”’, ¢”’). Las alas fueron procesadas 28,5h APF y la distribucion de los centriolos
fue analizada mediante el método ABP (d) y mediante el método Q (e). La barra de escala representa
10pm.
Se adquirieron imagenes mediante microscopia confocal del dominio Dpp y de
regiones del ala no afectadas por el silenciamiento. En la figura RI.5 se muestra un
ejemplo de las imagenes adquiridas para cada PPE analizado: Fritz (Figura RL5 a-a”),

Mwh (Figura RI.5 b-b”’) y Drok (Figura RI.5 c-c”’). El marcaje de actina que se muestra en
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los paneles a”, b” y ¢’ nos permitié identificar las células que presentaban fenotipo de
quetas multiples. Como podemos comprobar en el panel a”, el silenciamiento de Fritz
provoco el desarrollo de quetas dobles en células dispersas dentro del dominio Dpp, sin
embargo, el silenciamiento de Mwh y Drok generd fenotipos mas robustos, con gran

cantidad de células con dos y tres quetas (Figura RL.5 b”’, c”’).

Los resultados de la cuantificacién de la polarizacion de los centriolos utilizando
el método ABP se muestran en el panel d de la figura RI.5. Esta cuantificacién demostré
que, al contrario de lo esperado, las células con fenotipo de multiples quetas de actina
provocado por el silenciamiento de los PPE Fritz, Mwh y Drok no presentaban
alteraciones en la polarizacion distal de los centriolos, y los valores obtenidos no fueron
significativamente distintos a los de las células no afectadas. Por el contrario, utilizando
el método Q para determinar la distribucidn de los centriolos en los distintos cuartiles,
comprobamos que en el caso del silenciamiento de Fritz si existia una leve, aunque
estadisticamente significativa, reduccidn de la distribucion de los centriolos en el Q1
cuando lo comparamos con las células no afectadas (Figura RI.5 e). En consonancia con
el método ABP, el método Q mostrd que no existian diferencias entre la distribucién de
los centriolos de las células con fenotipos de pelos multiples en el silenciamiento de

Mwh y Drok (Figura RL.5 d, e).

Ademas, la observacion de la longitud de las quetas de actina en las imagenes
del experimento anterior nos permitié determinar que, en las células afectadas por el
silenciamiento de Fritz, el tamano de éstas era considerablemente menor al compararlas
con las células no afectadas, resultado que podemos observar al comparar los paneles
a y c de la figura RL.5. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos previamente en
nuestro laboratorio, en los cuales se mostraba la progresiva polarizacion de los
centriolos a lo largo del desarrollo, nos preguntamos si la reduccién de la distribucién
de centriolos en el Q1 de las células con el ARNi para Fritz podia estar debida a un retraso
en el desarrollo de estas células. Para resolver esta pregunta, cuantificamos la
distribucién de los centriolos en alas de Fritz-ARNi con distintos tamafios de quetas de
actina en el dominio Dpp (Figura RI.6 a-f), y comparamos a través del método Q la
polarizacién de los centriolos en los distintos grupos de células en funcién de su tamafio.

Como se muestra en el panel g la figura RI.6, a medida que las quetas de actina
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incrementan su tamano, lo que se corresponde con el avance en el desarrollo de las
células del epitelio del ala, los centriolos se enriquecen en el Q1 (Figura RI.6 h). Este
resultado explicaria el leve defecto en la polarizacidn de los centriolos obtenido en el
experimento anterior como un retraso en el desarrollo provocado por el silenciamiento

de Fritz, y no como una regulacion directa de este PPE en la polaridad de los centriolos.
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Figura RI.6: Analisis del tamafio de las quetas de actina en células silenciadas para Fritz. Lasimagenes
de microscopia confocal muestran las proteinas Sas4-GFP (en verde en los paneles a-f), la
inmunodeteccidn de Fmi (en azul) y el marcaje de actina (en rojo). La cuantificacidon del tamafio de las
quetas de actina se representa en el panel g, y la cuantificacién de la distribucion de los centriolos
siguiendo el método Q en el panel h.

Este mismo retraso en el desarrollo celular podria explicar el resultado obtenido
en nuestro laboratorio en el mutante de Mwh, que mostraba una leve disminuciéon de
la polarizacion de los centriolos al compararlo con los individuos silvestres, como se

muestra en la figura 12 de la introduccion.
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Ademas del retraso en el desarrollo de las células del epitelio del ala de
Drosophila, en base a las imagenes adquiridas para la cuantificacién de la polaridad en
areas defectivas para la quinasa Drok observamos que las células con multiples quetas
de actina presentaban un tamafio mayor que las células no afectadas de la misma regién
del ala (Figura RL.7 a-c). Un andlisis mdas detallado nos permitié comprobar que este
incremento en el tamafio celular era mayor en las células con 3 o mas quetas de actina,
mientras que las células con 2 quetas presentaban un tamafio intermedio, resultado que

se obtuvo en ambas lineas con ARNi para Drok (Figura RI.7 d).
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Figura RI.7 Analisis del tamafo celular en células defectivas para Drok. Las imagenes de microscopia confocal muestran
las proteinas Sas4-GFP (en verde en los paneles a-c), la inmunodeteccién de Fmi (en azul) y el marcaje de actina (en
rojo). La cuantificacion del drea de las células se muestra en el panel d. La barra de escala representa 10um.

Estos datos en su conjunto indican que las alteraciones en la expresién de los
efectores de PCP que provocan defectos en la polimerizaciéon de actina, a pesar de
provocar un retraso en el desarrollo o un incremento en el tamafio celular, no afectan a
la posicion final del centriolo, que se localiza en la regidn distal también en las células

con multiples quetas.

La polimerizacidon de actina es necesaria para la adquisicion de la polaridad de los

centriolos

Una vez comprobado que los efectores de PCP que regulan la formacion de las
guetas de actina no estan implicados en la polarizacion distal de los centriolos, nos

preguntamos si la polimerizacidn de actina es necesaria para esta polarizacion.

Para resolver esta pregunta, decidimos realizar un cultivo in vitro de pupas de
Drosophila, con el fin de optimizar las condiciones de cultivo en las cuales las células del

epitelio del ala completasen su desarrollo, formandose las quetas de actina y la
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polarizacién distal de los centriolos. Para ello, tras la diseccidn de las pupas 25h después
de su formacidn, éstas fueron cultivadas en medio de células de insecto SSM3 (Sigma),
poniendo a punto las condiciones de incubacién de 10h a una temperatura de 29°C,
tiempo en el cual el 30-40% de las alas se desplegaban completamente y generaban las
guetas de actina. Una vez determinadas las condiciones de cultivo, las alas fueron fijadas
y realizamos inmunofluorescencias para la proteina centriolar Asterless (Asl), para
marcar los centriolos, y la cadherina Flamingo, para determinar el contorno celular,
ademads de marcar la actina con faloidina para comprobar la presencia de las quetas
apicales. En el panel a de la figura RI.8 podemos ver el estado del epitelio del ala en el
momento de la recoleccion de las pupas, 25h después de su formacién, cuando aldn no
se han formado las quetas de actina, y los centriolos no estan polarizados. En el panel b
se muestra una seccién de un ala incubada in vitro durante 10h, que desarrolld
correctamente las quetas como se observa en el marcaje de actina, similar al de las alas
de pupas no diseccionadas e incubadas durante 28,5h, que nos sirvi6 como control

(Figura R1.8 c).

Después de los marcajes, utilizamos los métodos ABP y Q para la cuantificacién
de la polarizacién distal de los centriolos en nuestro sistema de cultivo in vitro. Los
resultados obtenidos mediante el método Q mostraron que las pupas cultivadas a 29°C
durante 25h y posteriormente 10h en medio SSM3 (25+10) presentaban una reduccién
en la polarizacidn, aunque aun existia un claro enriquecimiento de los centriolos en el
Q1 en comparacién con las células de pupas cultivadas durante 25h (Figura RI.8 e). La
distribucién de centriolos obtenida para las pupas cultivadas in toto durante 28,5h fue
la misma que la detallada en los experimentos anteriores para las células WT,
encontrando mas del 75% de los centriolos en el Ql. Los resultados obtenidos
empleando el método ABP siguieron la misma tendencia, encontrando en las pupas

25+10 una polarizacién intermedia entra la de 25h y 28,5 (Figura RI.8 f).

Una vez establecido un sistema de cultivo in vitro que permitié un desarrollo
parcial de las alas de pupas de Drosophila, con la consiguiente polarizacion distal de los
centriolos, decidimos utilizar la toxina Citocalasina D (Cyt D), que bloquea la
polimerizacién de la actina e impide la formacion de los filamentos y las quetas. En

nuestros cultivos in vitro, tratamos las pupas con 5ng/ul de Cyt D durante 10h, y como



podemos observar en el panel d de la figura RI.8, en estas condiciones las células del ala

no desarrollan las quetas de actina.
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Figura RI1.8: Estudio de la polarizacion de los centriolos tras la inhibicidn de la polimerizacion de actina. Las imagenes
de microscopia confocal muestran el marcaje de Asl (en verde en los paneles a-d), y actina (en rojo en a-d). El panel a
muestra una seccion del ala en el momento de la recoleccion de las pupas, 25h APF. En el panel b se muestra una
seccioén del ala desarrollada in vitro en medio SSM3 durante 10h, tras ser colectada 25h APF. El desarrollo de las quetas
en este sistema se asemeja al de las alas colectadas tras 28,5h (panel c). El tratamiento con Citocalasina D bloqued por
completo la formacidn de quetas de actina (d). La cuantificacidn de la distribucion de los centriolos se realizé siguiendo
el método ABP en el panel (e) y el método Q (f). La barra de escala en a-d representa 10um.

Comparamos después la distribucidn de los centriolos en estas condiciones con
la de las células de pupas diseccionadas tras 25h, 28,5h y 25+10 horas de incubacién en
medio SSM3. La cuantificacidn de la distribucién de los centriolos de células tratadas con
Cyt D, que se muestra en el panel e (método ABP) revela un valor cercano a 0, al igual
que en las células colectadas antes de la formacion de las quetas, lo que demostraria
una distribucién no polarizada de estos organulos. Estos resultados se corresponden con

los obtenidos utilizando el método Q (Figura RL.8 f) que muestran también una
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distribucién similar de los centriolos en todos los cuadrantes de la célula, reflejando una

ausencia de polarizacién en presencia de Citolasina D.

Los resultados obtenidos en este experimento demuestran que la polimerizacion
de actina es necesaria para la correcta polarizacion de los centriolos en las células de las
alas de Drosophila, y que el bloqueo de esta polarizacidén con citocalasina D provoca una

pérdida de la distribucidn de los centriolos en la regidn distal.
Desarrollo del método RCPD para el estudio de la distribucion de los centriolos

Los resultados obtenidos en los apartados anteriores mostraron que, aunque los
defectos en la expresién de los efectores de PCP y los miembros de la ruta de las GTPasas
de actina no alteran el posicionamiento de los centriolos, la polimerizacién de actina si
es necesaria para la correcta polarizacion distal. En base a estos resultados, decidimos
investigar mas detalladamente la distribucion distal de los centriolos en las células
defectivas para los PPE que generaron fenotipos robustos de quetas multiples de actina.
Para ello, desarrollamos un nuevo método cuantitativo de analisis de la distribucién de
centriolos que permitia estudiar el posicionamiento de estos organulos con mayor nivel
de detalle, acercandose mas a la distribucién real que ocurre en las células de

Drosophila.

Este nuevo método de cuantificacion, que denominamos sistema RPCD, del
inglés Representative Polarized Centriole Distribution, estd basado en el desarrollo de
una libreria de imagenes de células con centriolos bien posicionados (WT, 28,5h APF),
generando asi un mapa de densidad de posiciones Unicas de centriolos acumulados
sobre una célula modelizada, que representa la distribucién wild type de los centriolos
en las células epiteliales del ala de Drosophila (Figura RI.9 a-d). Este mapa de densidad
puede ser segmentado utilizando lineas imaginarias concéntricas, a lo largo de las cuales
la probabilidad de encontrar un centriolo es la misma, a las que denominamos isolineas
(Figura RI.9 e-g). Estas isolineas encierran en su interior una determinada probabilidad
de encontrar centriolos que puede ser comparada entre distintas condiciones
experimentales. Como vemos en el panel f de la figura RI.9, a medida que la isolinea
encierra un area menor (isolineas 1-7), la probabilidad de encontrar un centriolo

disminuye de forma lineal. De esta forma, para un numero determinado de células



estudiadas, la distribucion de centriolos cubierta por cada isolinea puede confrontarse
con la libreria wild type, obteniendo asi un ratio observado/esperado, (Ro0s) que sera
proximo a 1 en el caso de células con los centriolos polarizados, y menor que 1 si los
centriolos no se encuentran polarizados correctamente. En el panel g de la figura RI.9 se
muestra un ejemplo del incremento de la significancia a media que aumenta el nimero
de células analizadas. Ademads, generamos también otra libreria de imagenes para
desarrollar un sistema de cuantificacion equivalente en las células WT que aun no habian
desarrollado las quetas de actina (25h APF), con el fin de discernir entre distribuciones
aleatorias de los centriolos o bloqueos de la migracidn de éstos en la zona central de la
célula, sistema al que denominamos RNCD (Representative Non-Polarized Centriole

Distribution) (Figrua RI.9 h-j).
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Figura RI.9: Sistema RPCD y RNCD para el andlisis de la distribucion de los centriolos. En los paneles a-b” se esquematiza
la primera etapa del desarrollo del sistema RPCD, el marcaje con Fmi (azul en b, b’), Sas4-GFP (verde en b, b’) y actina (rojo
en b, gris en b”’) En el panel ¢ se muestra el analisis del posicionamiento del centriolo en una célula tnica y en el panel d se
observa el mapa de densidad de centriolos generado a partir de 4.526 células analizadas en pupas colectadas 28,5h APF.
La distribucién de los centriolos puede segmentarse en distintas isolineas, en las que la probabilidad de encontrar un
centriolo es la misma (e). En el panel f se muestra el porcentaje de centriolos cubierto por las distintas isolineas en células
wild type, y en el panel g un ejemplo del incremento de la significancia cuando se analiza un mayor nimero de células. El
sistema RNCD fue desarrollado siguiendo la misma aproximacién en células de pupas colectadas 25h APF (h-j). La barra de
escala en el panel b representa 10um.
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Una vez desarrollado el sistema de cuantificacion RPCD, decidimos comprobar
su utilidad en distintas condiciones experimentales previamente analizadas, con el fin
de valorar la correspondencia entre los modelos anteriormente descritos. En este
sentido, comparamos la ratio obtenida de la distribucién de los centriolos en las células
de alas colectadas antes de la formacién de las quetas de actina (25h APF) con la que se
obtuvo de células completamente desarrolladas (28,5h APF). Afladimos ademas una
condicidn, cuantificando por separado las células que a 25h presentaban incipientes

quetas de actina (25h APF-Q).
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Figura RI.10: Validacion del sistema de cuantificacion RPCD. Se muestran los mapas de densidad de células
del ala de pupas colectadas 25h APF sin quetas (a), con quetas incipientes (25h APF-Q, panel b), y 28,5h APF.
En el panel d se muestra la cuantificacion del ratio observado/esperado de alas en las condiciones anteriores.
El panel f muestra el mapa de densidad de centriolos en células que sobreexpresan Fz, y el panel h en células
defectivas para Vang, que se compararon con los de células silvestres (panel e, g). La cuantificacion del ratio
observado/esperado se representa en el panel i.

Como se muestra en la figura RI.10, cuando las pupas son colectadas 25h después
de su formacidn, los centriolos aparecen centrados en la célula (panel a), y el ratio
observado/esperado es inferior a 1 (panel d), mientras que en las células en las que las
guetas de actina se han desarrollado por completo, 28,5h APF, los centriolos se polarizan
distalmente, lo que podemos observar en el mapa de densidad del panel c y la

cuantificacion del ratio, cercano a 1 (Figura RL.10 d). En las células de las pupas



colectadas 25h APF que presentaban quetas de actina incipientes, los centriolos se
sitban en una posicién intermedia (Figura RI.10 b, d). Los resultados obtenidos
empleando nuestro método mostraron que la aparicion de las quetas en células WT va
acompafiada de una clara migracion de los centriolos desde el centro hacia la regiéon
distal de las células, lo que se corresponde con un incremento en la ratio

observado/esperado.

Ademas de estudiar la distribucion de los centriolos en la dindmica de la
formacién de las quetas de actina, decidimos validar el método en células que
presentaban alteraciones en la expresion de miembros de la ruta de PCP que
demostraron generar un fenotipo de pérdida de la orientacion de las quetas. Para ello,
analizamos el posicionamiento de los centriolos en células que sobreexpresaban Frizzled
(Fz-OE), que se muestran en el panel f de la figura RI.10, y con ARN de interferencia para
Vang-ARNi (Figura RI.10 h). Los resultados de este nuevo andlisis, representados en el
panel i de la figura RI.10 muestran un claro descenso del ratio observado/esperado
cuando se comparan con el de las células silvestres, y se corresponden con las
cuantificaciones obtenidas previamente en nuestro laboratorio, mostrando una
alteracion en la polarizacién de los centriolos cuando se modifican los niveles de

expresion de miembros de la ruta de PCP.

Las células con defectos de PPE no presentan alteraciones en la polaridad de los

centriolos utilizando RPCD

Tras comprobar la utilidad del sistema RCPD para estudiar la polaridad de los
centriolos tanto en el desarrollo de las células del ala como en condiciones de alteracion
de proteinas de PCP, decidimos utilizarlo en las lineas de ARNi para los PPE que
presentaron fenotipos robustos de quetas multiples. Empleamos las lineas de Fritz

(103611/KK), Mwh (41514/GD), y Drok (3793/GD (1) y 104675/KK (2)) (Figura RI.11).
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Figura RI.11: Andlisis de la distribucion de los centriolos mediante el método RPCD. Se muestran los mapas de
densidad de células del dominio Dpp con una queta (paneles a, ¢, e y g) y con quetas multiples (paneles b, d, fy g).
Los PPE analizados fueron Mwh (a, b), Fritz (c, d), Drok (1) (e, f) y Drok (2) (g, h). En el panel i se muestran las
cuantificaciones de los ratios observado/esperado en estas condiciones.

En este caso, la libreria WT de centriolos se compard con la distribucién
encontrada en las células del dominio Dpp que presentaban una Unica queta de actina
o mas de una. En la figura RI.11 se muestran los mapas de densidad de centriolos en las
células con una Unica queta de actina (paneles a, ¢, e y g) y los de aquellas que
presentaban quetas multiples (paneles b, d, f y h). Empleando el sistema de
cuantificacién RPCD para analizar la distribucién de los centriolos en ambos grupos de
células, no se encontraron cambios en la polarizacién distal de estos organulos, siendo
el ratio de centriolos observado/esperado superior a 1 en todos los casos, como se
muestra en la gréfica del panel i de la figura RI.11. Como ocurre en las cuantificaciones
utilizando el método Q, en el caso de Fritz observamos diferencia entre las células con
una Unica queta vy las células con quetas multiples, que posiblemente se deba al retraso
en la migracion distal de los centriolos. (Figura RI.11 i). Los resultados obtenidos se
correspondieron con los encontrados en las cuantificaciones con los métodos Q y ABP,

y confirman que la alteracién de los efectores de PCP que generan multiples quetas de

actina no afecta al posicionamiento distal de los centriolos.



El bloqueo de la polimerizacidon de actina altera el posicionamiento de los centriolos

empleando RPCD

Una vez aplicado el sistema RPCD a las células defectivas para los efectores de
PCP, decidimos utilizar este método para analizar la distribucidn de los centriolos cuando
bloqueamos la polimerizacion de actina con citocalasina D. En esta ocasién, la
posibilidad de estudiar la polarizacién de los centriolos con mayor detalle nos permitié
obtener resultados mds ajustados sobre la alteracién del posicionamiento de estos

organulos y su relacién con el citoesqueleto de actina.

Cuando aplicamos el sistema RPCD en nuestras condiciones de desarrollo de
pupas in vitro tratadas con citocalasina D observamos diferencias notables en los mapas
de densidad de centriolos al ser comparados con los obtenidos en el resto de las
condiciones experimentales. Asi, como se muestra en el panel b de la figura RI.12, la
distribucién de los centriolos en las células de pupas crecidas en presencia de
citocalasina D aparece mucho mas dispersa y no polarizada que en las muestras
cultivadas en medio SSM3 sin citocalasina (Figura RI.12 a), y mas aun que las alas
envejecidas in vivo durante 28.5h. En el panel ¢ de la figura RL.12 se muestra la
cuantificacion del ratio observado/esperado en estas condiciones experimentales,
observandose un valor menor que 1 para las células de pupas con 25h de desarrollo y
para las células tratadas con Citocalasina D, mientras que en las células de alas
envejecidas durante 28,5h este ratio fue superior a 1, y las cultivadas in vitro en medio

SSM3 presentaban un valor intermedio.

A diferencia del resultado obtenido para las células desarrolladas durante 25h,
donde los centriolos se posicionan en el centro de la célula, en el tratamiento con
Citocalasina D no encontramos zonas de las células con una mayor presencia de
centriolos. Para profundizar mas en este nuevo fenotipo, decidimos emplear el sistema
RNCD, que utiliza una libreria de posiciones de centriolos generada a partir de células
no polarizadas (Figura RI.9 h-j), para determinar si el posicionamiento de los centriolos
en estas condiciones es similar al de las células obtenidas a 25h APF, cuando se inicia el
tratamiento con citocalasina. En esta ocasiéon, comparamos los mapas de densidad
obtenidos en diferentes condiciones de alteracidon de la polaridad (25h APF, Fz-OE vy

Vang-ARN:i) con los obtenidos en el tratamiento de citocalasina D. Utilizando el método
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RNCD, si los centriolos se encuentran concentrados en el centro de la célula, el ratio
observado/esperado serda cercano a 1, mientras que si los centriolos estan
marcadamente polarizados, o su distribucidn es dispersa por todo el area celular, el ratio
serd menor que 1. Los resultados obtenidos, representados en el panel d de la figura
RI.12 muestran que el ratio observado/esperado para las células tratadas con
citocalasina D es significativamente menor que 1, y menor que el resto de las
condiciones experimentales, lo que nos confirmd que el bloqueo de la polimerizacién de
actina provoca una dispersién de los centriolos en el interior celular. Por ultimo,
realizamos tratamientos cortos (1h) con citocalasina D antes y después del desarrollo de
las quetas, para comprobar si el posicionamiento restringido de los centriolos
permanecia fijo o se veia alterado cuando se desorganiza el citoesqueleto de actina.
Teniendo en cuenta los mapas de densidad de centriolos obtenidos (Figura RI.12 e, f),
asi como la cuantificacién de los ratios observado/esperado (Figura RI.12 panel g),
comprobamos que los el bloqueo de la polimerizacién de actina provoca la dispersién

de los centriolos en la célula, aunque éstos ya se hayan posicionado distalmente.
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Figura RI.12: Analisis de la distribucion de los centriolos en el tratamiento con Citocalasina D utilizando el método RPCD y
RNCD. Se muestra el mapa de densidad de los centriolos en células de pupas colectadas 25h APF e incubadas 10h en medio
SSM3 (a) y tratadas con citocalasina D (b). El panel ¢ muestra la cuantificacidn del ratio observado/esperado empleando el
sistema RPCD en células tras 25h y 28,5h de incubacidn, e incubadas in vitro en presencia o ausencia de citocalasina D. El
panel d muestra la cuantificacion del ratio utilizando el sistema RNCD para comparar la distribucion centrada o dispersa en
distintas condiciones experimentales. Se muestran también los mapas de densidad de centriolos en células tratadas con Cyt
D durante 1h tras su recoleccion (e) o una vez formadas las quetas de actina (f). La cuantificacion del ratio

observado/esperado en estas condiciones se muestra en el panel g.



En su conjunto, los resultados obtenidos del analisis de la distribucion de los
centriolos utilizando los sistemas RPCD y RNCD mostraron que el citoesqueleto de actina
es esencial para la polarizacion de los centriolos y su posicionamiento y migracién a lo

largo del desarrollo de las células epiteliales de Drosophila.

La distribucion de los centriolos en células defectivas para miembros de la ruta de Fz-

PCP no estd asociada a la orientacidn de las quetas de actina

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, que ponen de manifiesto el papel
esencial del citoesqueleto de actina en el posicionamiento de los centriolos, decidimos
investigar si la polimerizacidn de esta proteina es suficiente para la correcta distribucién
de los centriolos dentro de las células. Puesto que, tanto el posicionamiento de los
centriolos como el nucleo de polimerizacién de las quetas de actina ocurre en la regién
distal de las células epiteliales, nos preguntamos si en condiciones de alteracién en la
polaridad celular, los centriolos seguian situandose en el nucleo de crecimiento de las
quetas o si, por el contrario, la posicion de ambas estructuras no se encontraba
relacionada, hipdtesis que se esquematiza en los paneles a y b de la figura RI.13. Para
resolver esta pregunta, utilizamos dos lineas de Drosophila empleadas en experimentos
anteriores: las que sobreexpresaban Frizzled (ganancia de funcién) y otra con ARN de
interferencia para Vang (pérdida de funcion) que, como hemos visto anteriormente,
generaron fenotipos en los cuales el desarrollo de las quetas no se veia afectado, pero
si su orientacion. Utilizando estas lineas defectivas, decidimos analizar el nivel de
correspondencia (que denominaremos coocurrencia) entre los centriolos y las quetas de

actina, compardandolo con el obtenido de células silvestres.

El andlisis se llevd a cabo mediante el desarrollo de un software de
procesamiento de imagenes similar al que se utilizé para generar el sistema RPCD.
Inicialmente, partiendo de imagenes obtenidas tras el triple marcaje de las estructuras
analizadas (Fmi para los bordes celulares, actina para las quetas y Sas4 para los
centriolos, figura RI.13 c-c”’) se generd una mascara para marcar la base de las quetas
de actina y los bordes celulares (Figura RI.13 d, e). Posteriormente, se utilizé un
rectangulo de area definida (150x20 pixels) que se hizo rotar utilizando como eje el
centroide de cada célula, como se esquematiza en los paneles f y g de la figura RI.13.

Empleando nuestro software se superpusieron las imagenes de fluorescencia de Sas4 y
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la mdscara con la base de las quetas, ademas del rectangulo definido, y se comprobd,
para cada célula analizada de una determinada condicidn, si el centriolo y la base de la
gueta de actina coincidian dentro del rectdangulo en alguna de sus posiciones. En caso
de coincidencia, a la célula analizada se le otorgd un valor de 1, mientras que, si el
centriolo y la base del pelo de actina no coinciden dentro del rectangulo, el valor
otorgado fue 0. Calculamos después la media de los valores obtenidos para un nimero
n de células, coocurrencia que fue comparada entre muestras de cada condicién, y se

representa en el panel h de la figura RI.13.
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Figura RI.13: Andlisis de la coocurrencia de los centriolos y las quetas de actina. Se esquematiza el proceso de migracion
distal de los centriolos en las células del ala de Drosophila (a). En el panel b se muestra un esquema de las hipdtesis de
migracién de los centriolos conectaos a la base de la queta de actina (izquierda) o desconectados de ella (derecha).
Mediante el marcaje de Fmi (azul en c y ¢”’), actina (rojo en c, gris en c¢’) y Sas4-GFP (verde en c y c”’) se generd una
mascara para localizar la base de la queta de actina (d) y los bordes celulares (d). En el panel f se muestra un esquema
de la coocurrencia encontrada entre la base de las quetas y los centriolos en células silvestres, mientras que en g se
muestra el mismo esquema para células con fenotipo de PCP. La cuantificacion de la coocurrencia se muestra en el panel

h.

La barra de escala en el panel c representa 10um.

Tras analizar la coocurrencia en nuestras lineas defectivas para proteinas de la
ruta de PCP (Fz-OE y Vang-ARNi), y compararlas con la de las células silvestres
comprobamos que, en ambas condiciones, los centriolos pierden la capacidad de
localizarse en la base de las quetas de actina, disminuyendo significativamente la
correspondencia entre ambas estructuras (Figura RL.13 h). La coocurrencia media
obtenida para las células silvestres fue del 46%, mientras que, para la linea Fz-OE y Vang-
ARNi fue del 26% y del 20% respectivamente. Los resultados obtenidos indican que, en
condiciones de ganancia o pérdida de funcion de miembros de la ruta de PCP, el

centriolo no se sitla en el nucleo de crecimiento de las quetas de actina. Estos datos,



junto a los obtenidos en el tratamiento con citocalasina D, nos permiten concluir que el
citoesqueleto de actina es necesario, pero no suficiente, para la correcta polarizacién

distal de los centriolos en las células del ala de Drosophila.

La ruta de Polaridad Celular Planar Ft/Ds-PCP esta implicada en la polaridad de los

centriolos en Drosophila

Como hemos abortado en le introduccion, ademas de la ruta de Fz-PCP, la
Polaridad Celular Planar estd mediada por otra cascada de sefializacién, la conocida
como ruta de Fat y Dachsous (Ft/Ds-PCP)'92, En los ultimos afios varios estudios,
incluidos los de nuestro laboratorio, han contribuido a esclarecer el papel de la ruta de
Fz-PCP en el posicionamiento centriolos, sin embargo, poco se conoce sobre la funciéon

de la ruta de Ft/Ds-PCP en la adquisicién de esta polaridad.

En base a esto, y teniendo en cuenta las herramientas de cuantificacién
desarrolladas en los experimentos previos para la ruta de Fz-PCP, decidimos comprobar
si existia una conexion entre la ruta de Ft/Ds-PCP y el posicionamiento de los centriolos
en las células de alas de Drosophila. Para ello, abordamos el estudio utilizando la misma
aproximacion que empleamos para los efectores de PCP, analizando el efecto del
silenciamiento de distintas proteinas de la ruta Ft/Ds-PCP en el posicionamiento de los
centriolos de Drosophila. Comenzamos comprobando el nivel de afectacién fenotipica
de las lineas comerciales de ARN de interferencia disponibles, utilizando también el
sistema de expresion Gal4/UAS, para promover el silenciamiento dirigido de las
secuencias de ARN de interferencia contra los miembros de la ruta de Ft/Ds-PCP. Al igual
que en la ruta de Fz-PCP, los defectos en los niveles de expresion de las proteinas de la
ruta Ft/Ds-PCP se manifiestan en alteraciones en la orientacidn de las quetas de actina.
Para comprobar el fenotipo provocado por el silenciamiento de Ft/Ds-PCP, las lineas
comerciales portadoras de ARN de interferencia fueron cruzadas con la linea Dpp-Gal4,
y las alas de los individuos de la descendencia fueron observadas bajo el microscopio

Optico. Los resultados de este andlisis se muestran en la figura RI.14.
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Figura RI.14: Andlisis del fenotipo provocado por el silenciamiento de miembros de la ruta Ft/Ds-PCP
en el dominio Dpp de alas de ejemplares adultos. En cada panel se muestra a la izquierda una imagen
del aspecto general del ala (barra de escala 250um), en la zona central, un detalle del domino Dpp (barra
de escala 20um), y a la derecha un aumento mayor de las quetas de actina (barra de escala 4um). Se
utilizaron lineas con ARN de interferencia frente a Dachs (a, b), Fat (c, d), Fj (e) y Ds1 (f, g).

En la figura Rl.14 se muestran los fenotipos obtenidos en la descendencia de los
cruces con ARN frente a elementos de la ruta Ft/Ds-PCP. El silenciamiento de Dachs,
para el que se utilizaron dos lineas de ARN de interferencia distintas no generé
alteraciones en la polaridad celular ni defectos en el dominio Dpp, como se observa en
las imagenes aumentadas de las quetas y en la imagen del ala respectivamente (Figura
RI.14 a, b). En el caso del silenciamiento de Ft, tampoco encontramos fenotipo de PCP
en una de las lineas utilizadas (Figura RI.14 c), mientras que la linea 9396/GD si ocasiond
una alteracién evidente de la orientacion de las quetas de actina, como podemos
observar en las imagenes del panel d de la figura Rl.14. Ademas, en la descendencia de
este cruce también se observd la pérdida de la vena cruzada anterior en el dominio Dpp,
como se muestra en la imagen del ala completa. El silenciamiento de la proteina Fj no
provoco alteraciones de PCP (Figura RI.14). Los resultados para el silenciamiento de Ds

(Figura R1.14 £, g) fueron similares a los obtenidos para Ft, obteniendo defectos en la

polaridad en uno de los dos cruces ensayados, el que se muestra en el panel g. Podemos
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observar en las imagenes de este panel la pérdida de la orientacidn distal de las quetas,

ademas de la ausencia de la vena cruzada anterior.

En base a los resultados del analisis de fenotipos del experimento anterior,
decidimos seleccionar las lineas de Drosophila con ARN de silenciamiento que
provocaron fenotipos robustos de PCP (Fat 9396/GD y Dachsous 36219/GD) para
realizar los cruces entre éstas y la linea Sas4-GFP/Dpp-Gal4, con el fin de estudiar el
posicionamiento de los centriolos. Tras incubar las pupas durante 28,5h a 29°C,
diseccionamos las alas y realizamos los marcajes de las estructuras de interés (Fmi para
delimitar los bordes celulares y actina para detectar la alteracidn en la polaridad de las
guetas). Posteriormente se adquirieron imagenes de microscopia confocal (Figura RI1.15

a-d), y se realizaron las cuantificaciones siguiendo los métodos anteriormente descritos.

En la figura RI.15 a-a”’ se muestran los marcajes de las estructuras celulares para
la cuantificacion en los cruces con ARN de interferencia para Ft, en los que se observa la
alteracion de la distribucién de las quetas de actina en secciones del dominio Dpp.
Ademas, en el panel b se muestra un detalle del marcaje de los centriolos (Sas4-GFP) y
Fmi en estas células. Para el silenciamiento de Ds se muestran también los marcajes
realizados, y podemos observar el fenotipo de PCP provocado (Figura RI.15 c-c”), y el

detalle de la posicion de los centriolos en el interior celular (Figura R15 d).

Los resultados procedentes de las cuantificaciones, que se muestran en los
paneles e (método ABP) y f (método Q) mostraron que, en las células con alteraciones
de PCP producidas por el silenciamiento de las proteinas Ft y Ds, el posicionamiento de
los centriolos se encontraba significativamente alterado cuando se comparé con las
células no afectadas por el ARN de interferencia, fuera del dominio Dpp. Estos resultados
fueron obtenidos empleando ambos métodos de cuantificacién. Ademas, los mapas de
densidad de centriolos generados a partir de las imagenes de microscopia que se
muestran en los paneles g y h de la figura RI.15 revelan que en condiciones de knock
Down, los centriolos aparecen mucho mds cerca del centroide de la célula, y no

consiguen posicionare distalmente. Estos resultados nos permiten concluir que la



polaridad de los centriolos en las células de Drosophila estd también mediada por la ruta

de Ft/Ds-PCP.
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Figura RI.15: Analisis de la distribucién de los centriolos en células defectivas para las proteinas de la ruta de
Ft/Ds-PCP. Se muestran imagenes de microscopia confocal del marcaje de Fmi (azul en a-d), Sas4-GFP (verde en a-
d) y actina (rojo en a, c, gris en 3", ¢”’). En los paneles b y d se muestra un detalle de Fmi y la posicién de los
centriolos en células silvestres y defectivas para Ft (b) y Ds (d). La cuantificacidn siguiendo el método ABP (e) y el
método Q (f) reveld diferencias significativas entre las células con fenotipos de PCP y las células silvestres. Los
paneles gy h muestran la comparativa de los mapas de distribucién de centriolos en las condiciones experimentales
ensayadas. La barra de escala representa 10um en a, cy 4umen b, d.

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos detallados en este capitulo

nos han permitido definir distintos mecanismos en la polarizacion de los centriolos, que

se esquematizan en la figura RI.16: 1) las células defectivas para los efectores de PCP

presentan un retraso en la adquisicion de la polaridad distal, sin embargo, el
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posicionamiento final de los centriolos no se ve alterado, como se muestra en el
esquema del panel a’ de la figura RI.16. 2) la polimerizacion del citoesqueleto de actina
es imprescindible tanto para la adquisicién de la polaridad de los centriolos como para
mantener estos orgdnulos en una posiciéon restringida dentro de la célula (Figura RI.16
a”’) y 3) las células defectivas para los elementos tanto de Fz-PCP como de Ft/Ds-PCP no
consiguen orientar correctamente sus centriolos, quedando éstos en una posicion
centrada en las células epiteliales del ala de Drosophila, como se refleja en el esquema
del panel b la figura RI.16.

Actina en la polaridad de los centriolos Rutas de PCP en la polaridad de los centriolos

a a’ a” b
PPE WT (25h APF) WT (28,5h APF)
wrt (Mwh, Fritz, Drok) CytD i T B
o ; { %y v L g
/ P T D P D
P D . D P D *
Di: icién Distal Retraso en la polarizacién Centriolos no polarizados,
Fposicon S distal de los centriolos dispersos F Z_PCP ,t/DS-PCP
*x e
L ]
P D pp

Centriolos no polarizados, Centriolos no polarizados,
centrados centrados

Figura RI.16: Esquema de los mecanismos de posicionamiento de centriolos propuestos en este trabajo. Se muestra
la migracién distal de los centriolos en las células silvestres (a) y en las células defectivas para los PPE que generan
quetas de actina multiples (a’). El tratamiento con Citocalasina D, en cambio, provoca una dispersion de los centriolos
en el interior celular (a”). En el panel b se muestra la alteracién en la migracion orientada de los centriolos en las células
defectivas para las rutas de Fz-PCP y Ft/Ds-PCP.
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Durante el desarrollo de los organismos pluricelulares, el posicionamiento de las
células y estructuras subcelulares que permiten la funcionalidad de tejidos y érganos no
ocurre de forma aleatoria. En este sentido, la distribucién de los centriolos y los cuerpos
basales de los cilios dentro de las células no es una excepcidn. En los ultimos afios se ha
profundizado acerca de los mecanismos moleculares que gobiernan el posicionamiento
de estas estructuras, poniéndose de manifiesto la importancia de las rutas de
sefializacion que controlan la dindmica del citoesqueleto, y aquellas que proporcionan
informacién posicional a las células durante el desarrollo, como las rutas de polaridad
celular apical-basolateral y la polaridad celular planari®31%, Mds concretamente,
estudios recientes han demostrado la importancia de proteinas de la ruta de polaridad
celular planar (PCP) en el posicionamiento de los cuerpos basales en las células
multiciliadas de diversos tejidos de vertebrados, y alteraciones en estas cascadas de

sefializacién provocan graves defectos en el desarrollo® 16,

La Polaridad Celular Planar se define como el alineamiento colectivo de las
células y componentes subcelulares a lo largo de un tejido plano, siguiendo el eje
proximal-distal. Esta coordinacién celular permite el correcto posicionamiento de
organulos, células y tejidos, y es esencial para una morfogénesis adecuada, lo que se
refleja en el alto grado de conservacidn evolutiva de los componentes de la ruta de PCP.
Tanto en el interior celular como entre células vecinas, la Polaridad Celular Planar se
concreta a través del establecimiento de dominios funcionales distintos en la membrana
plasmatica, y pueden englobarse en dos vias de sefalizacién que actian de forma
simultanea, la ruta de Fz-PCP y la ruta de Ft-PCP. Los estudios acumulados en los ultimos
aflos han arrojado luz acerca del establecimiento de estas vias de sefializacidn,
identificAndose en la ruta de Fz-PCP un dominio proximal constituido por las proteinas
Van Gogh y Prickle, y otro distal, formado por Frizzled, Dishevelled y Diego. En la ruta de
Ft-PCP, la protocadherina Fat se sitla en la region distal, y Dachsous en la cara proximal.
Estas proteinas abarcan el nucleo de sefializacién de PCP, mayoritariamente estudiado
en Drosophila, aunque se han identificado ortélogos para la mayoria de ellas en

vertebrados.
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En base a los diversos trabajos que han relacionado las rutas de PCP con el
posicionamiento de los cuerpos basales de los cilios en vertebrados, estudios previos
realizados en nuestro laboratorio utilizando como modelo de estudio el epitelio del ala
de Drosophila demostraron que este posicionamiento también es dependiente de la
ruta de Fz-PCP®. Ademds, en el mismo trabajo describieron la dindmica de la
polarizacién de los centriolos a lo largo del desarrollo del epitelio, revelando una
migracion distal que se veia alterada en individuos mutantes para la proteina Fz. Este
hallazgo puso de manifiesto que la polarizaciéon de los centriolos es un proceso muy
conservado evolutivamente, unificando asi los modelos de polaridad de cuerpos basales
y centriolos bajo la regulacion de la ruta Fz-PCP, desde las células multiciliadas de
vertebrados hasta las células sin cilios en epitelios de Drosophila. Estas células del
epitelio del ala presentan una estructura de actina en forma de pelo, también
denominada queta, que se localiza en la region distal de cada célula, y cuya formacién
se encuentra regulada por proteinas que modulan la polimerizacién de actina'?’. La
alteracion en los niveles de expresidn de estas proteinas provoca tanto la formacién de
multiples quetas de actina en cada célula como el desarrollo ectdpico de las mismas.
Con relacion a esto, otro hallazgo de relevancia obtenido en nuestro laboratorio fue la
aparente pérdida de polaridad de los centriolos en las células defectivas para una de
estas proteinas, denominada Mwh, lo que parece reflejar una regulaciéon del

citoesqueleto de actina en el posicionamiento de los centriolos.

Los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio se correspondian
con los trabajos publicados en los que relacionan otras proteinas reguladoras del
citoesqueleto de actina como Inturned o Fuzzy con el posicionamiento de los cuerpos
basales de los cilios en la membrana apical de las células de vertebrados'®®119, Estas dos
proteinas, junto con Fritz, forman parte de la familia conocida como efectores de PCP
(Planar Plarity Efectors, PPE). Ademas, su relacion con la ciliogénesis en vertebrados los
engloba en el complejo CPLANE (del inglés Ciliogenesis and Planar Polarity Effector) y
pese a que fueron inicialmente descritos en Drosophila, su funcién en el
posicionamiento de los centriolos en células no ciliadas aln no ha sido detallada.
Ademas, se ha demostrado que proteinas GTPasas de la familia de Rho como Racl,

Cdc42 o Rho se encuentran también bajo la regulacion de la ruta de Fz-PCP, y



alteraciones en la expresion de dichas proteinas provocan fenotipos similares a los

descritos para los PPE en las quetas de actina?0® 111,

En base a estos hallazgos y a los datos previos de nuestro laboratorio, en este
trabajo nos propusimos profundizar en la relacion de la ruta de PCP y el posicionamiento
de los centriolos, para lo que abordamos el estudio de los PPE y las proteinas de la familia
de Rho en dicho proceso mediante el silenciamiento por ARNde interferencia utilizando
el sistema Gal4/UAS, desarrollando ademdas un método de cuantificaciéon del

posicionamiento de los centriolos robusto y novedoso.

El estudio del papel de los PPE y GTPasas de Rho en el posicionamiento de los
centriolos fue llevado a cabo en dos etapas, una comprobacién inicial de la presencia de
fenotipos de quetas multiples y posteriormente los marcajes de inmunofluorescencia
para la cuantificacion de la distribucidn. Una vez seleccionadas las lineas de Drosophila
gue provocaron fenotipos robustos, la polaridad de los centriolos fue medida utilizando
dos sistemas distintos previamente empleados en nuestro laboratorio. Ambas
cuantificaciones reflejaron que, en las células defectivas para Drok y Mwh que
presentaban fenotipos de quetas multiples, la polarizacion distal de los centriolos no se
vio alterada. El andlisis de las células con secuencias de ARN de interferencia para Fritz
reflejo que la migracion distal de los centriolos se daba con un ligero retraso cuando se
comparaba con las células silvestres, sin embargo, el posicionamiento final de los
centriolos no se encontraba afectado. Este retraso de la migracién de los centriolos en
las células afectadas por el silenciamiento de Fritz podria explicar el efecto encontrado

previamente en nuestro laboratorio para las células defectivas para Mwh.

El analisis detallado del papel de los efectores de PCP utilizando como modelo
de estudio células no ciliadas del epitelio del ala de Drosophila, en cambio, contradice la
relacidn descrita en las células multiciliadas de vertebrados. Como hemos mencionado
anteriormente, los miembros del complejo CPLANE como Fritz o Fuzzy son necesarios
para un correcto posicionamiento de los cuerpos basales en las células multiciliadas%®
110 sin embargo, los datos obtenidos en nuestros experimentos indican que esta funcién
no se encuentra conservada en la polarizacion de los centriolos de células no ciliadas de

Drosophila.
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A pesar de no observar alteraciones en la polaridad de los centriolos en las
células con fenotipo de quetas multiples provocado por el silenciamiento de PPE y
proteinas implicadas en la regulacion de actina, diversos estudios han relacionado el
proceso de polarizacion del citoesqueleto de actina con la migracién de los cuerpos
basales''? 113, En este sentido, las células defectivas para la GTPasa Cdc42 muestran en
Drosophila una pérdida completa de las quetas de actina, reflejando defectos en la
polimerizacién de este elemento del citoesqueleto!!?, sin embargo, este fenotipo no
pudo ser reproducido utilizando las lineas de moscas comerciales con ARN de
interferencia para Cdc42 en nuestro laboratorio. Debido a ello, decidimos abordar el
estudio de la polarizacién de actina en el posicionamiento de los centriolos desde un
enfoque farmacoldgico, utilizando la toxina fungica Citocalasina D, que inhibe la adicién
de subunidades de actina a los filamentos, desestructurando el citoesqueleto de forma

similar a la descrita para los mutantes de Cdc42.

El tratamiento con Citocalasina D conllevé la puesta a punto del cultivo in vitro
de pupas en nuestro laboratorio, y los resultados obtenidos del analisis de la polaridad
reflejaron que la inhibicidn de la polimerizacion de actina afecta significativamente al
posicionamiento distal de los centriolos. Estos hallazgos estarian de acuerdo con los
estudios publicados en vertebrados, en los que las alteraciones en el citoesqueleto de
actina provocan defectos en el posicionamiento de los centrosomas y cuerpos basales
114,115 "En este sentido, nuestros resultados confirman que el citoesqueleto de actina es
esencial en la migracién de centriolos y cuerpos basales, proceso que estaria conservado

tanto en Drosophila como en vertebrados.

Los resultados obtenidos en los experimentos de silenciamiento de PPE vy
GTPasas del citoesqueleto de actina contrastan con los datos de la inhibicidn
farmacoldgica con Citocalasina D, en los que si observamos una alteracidon en la
polaridad de los centriolos. Para comprobar si, pese a existir una distribucion distal de
estos organulos, ésta se encontraba alterada en las células defectivas para las dianas
analizadas, decidimos mejorar el sistema de cuantificacidn, desarrollando un nuevo
método que denominamos RPCD, del inglés Representative Polarized Centriole
Distribution y que se detalla en el apartado de resultados. A diferencia del método Qy

ABP, que sirven para medir el angulo o la distancia respecto al centroide de la célula,



este sistema presenta la ventaja de que analiza la distribucién de una determinada
poblacion de centriolos en dos dimensiones, enfrentandola a la distribuciéon de una
poblacidon de centriolos wild type, lo que permite calcular un ratio observado/esperado

muy Util a la hora de comparar distintas condiciones experimentales.

Utilizando el método RPCD, decidimos comprobar la dindmica de polarizacién de
los centriolos durante el desarrollo del epitelio del ala descrita previamente en nuestro
laboratorio, ademas de la distribucion de los centriolos en células defectivas para
miembros de la ruta Fz-PCP. Tanto la dinamica de polarizacidon distal a lo largo del
desarrollo como la alteracion de la distribucion de los centriolos en las células con ARN
de interferencia para Fz y Vang se correspondieron con los resultados publicados
previamente por nuestro laboratoriol®. En el caso de las células defectivas para Mwh,
Fritz y Drok, la cuantificacion con el método RPCD coincidié con la de los métodos Q y
ABP, no encontrando diferencias significativas al ser comparadas con las células wild
type. Por ultimo, la cuantificacion empleando el método RPCD en los tratamientos con
Citocalasina D reveld que la inhibicion de la polimerizaciéon de actina afecta a la
distribucidn de los centriolos de forma distinta a la provocada por alteraciones en PCP,
generando una dispersién muy acusada de los centriolos, y poniendo de manifiesto el
papel del citoesqueleto de actina no sdélo en la migracidn de los centriolos, sino también
en el mantenimiento de una posicién restringida durante la interfase. Ademas, teniendo
en cuenta la distribucidn de los centriolos en la base de las quetas descrita previamente
en nuestro laboratorio, decidimos comprobar si la polimerizacidn de actina es suficiente
para orientar a los centriolos en esta posicidn, aun en condiciones de alteraciones en Fz-
PCP. En este sentido, el analisis de coocurrencia nos reveld que la distribucion de los
centriolos no estd ligada a la base de las quetas, descartando la idea de que el centriolo
pudiera servir como una estructura homéloga al cuerpo basal de las células de

vertebrados.

Como hemos abordado en varias ocasiones en este capitulo, la ruta de Fz-PCP se
ha relacionado con el posicionamiento de centriolos y cuerpos basales en vertebrados,
regulacién que, como hemos demostrado, se encuentra conservada en las células no
ciliadas de Drosophila. La polaridad celular planar esta también regulada por la cascada

de sefializacion Ft/Ds-PCP, cuyo papel en el posicionamiento de los centriolos o cuerpos
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basales, sin embargo, apenas habia sido abordada. Hasta el momento, en vertebrados
se han descrito cuatro isoformas de la proteina Fat (Fat 1-4), y dos de Ds (Ds1 y Ds2), y
se ha demostrado que ratones defectivos para una de estas isoformas, Fat 4, presentan
fallos en el desarrollo de los tubulos renales®? 8. Este fenotipo esta relacionado con
alteraciones en la division orientada de las células provocadas por fallos en la
segregacion de los centriolos. Ademads, los ratones knock-out para Dchsl, otra proteina
de la ruta de Ft-PCP presentan también defectos en la morfogénesis de los rifiones®3.
Todos estos hallazgos ponen de manifiesto el papel de Ft-PCP en la divisién orientada
de las células, pero no en la regulacion del posicionamiento de los centriolos de células
en interfase. Los experimentos llevados a cabo en este trabajo confirmaron que, las
alteraciones en los niveles de expresion de miembros de esta ruta de sefializacién
provocaron alteraciones en la distribucidn de los centriolos, poniendo de manifiesto la
labor compartida de los dos sistemas de polaridad celular planar descritos hasta el

momento en la regulacidn de la polarizacién de los centriolos.

En base a los resultados obtenidos en este capitulo, postulamos un modelo
basado en la existencia de, al menos, dos mecanismos distintos que modulan la
distribucién de los centriolos en las células epiteliales de Drosophila y que se dan de
forma simultanea. Por un lado, tendriamos un mecanismo general regulado por la
polimerizaciéon de actina e independiente de PCP, que mantendria a los centriolos
posicionados en un area restringida de las células; mientras que, por otro lado, las rutas
de sefializacién de polaridad celular planar Fz-PCP y Ft-PCP gobernarian la migracion de

los centriolos hacia su posicidn distal.

wrt Fritz/ Mwh / Drok Cit. D Fz/Ft PCP
,,,,,,,,,,, p 7 ) ‘ ; !
p T D P D P D P D
Distribucién Retraso en el Centriolos dispersos Centriolos centrados no
Distal posicionamiento distal en la célula polarizados distamente

Figura DI.1: Representacion esquematica de los fenotipos de distribuciéon de los centriolos obtenidos en los distintos
experimentos llevados a cabo en este capitulo.
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1. Los defectos en las proteinas efectoras de Polaridad Celular Planar que causan
fenotipos de quetas multiples no afectan a la polarizacién distal de los centriolos
en Drosophila.

2. La polimerizacién del citoesqueleto de actina es imprescindible para mantener
la posicidn de los centriolos en un area restringida de las células.

3. En células con defectos en el nucleo de sefalizacién de Fz-PCP, la polimerizacién
de actina no es suficiente para el promover el correcto posicionamiento de los
centriolos.

4. La polarizacion distal de los centriolos estd modulada por la ruta de Ft/Ds PCP.
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En el sistema respiratorio de vertebrados, el epitelio pseudoestratificado que
tapiza las vias respiratorias cumple un papel esencial en la defensa frente a patdgenos
como virus y bacterias, asi como frente a particulas inhaladas, polucién o humo. A lo
largo de la evolucidn, los organismos se han adaptado a estos retos mediante un sistema
respiratorio complejo, en el que estan presentes multitud de tipos celulares, entre los
que se encuentran las células secretoras, las células multiciliadas o las células basales.
En este sentido, para el mantenimiento de la homeostasis de las vias respiratorias es
imprescindible que el proceso de autorrenovacion y diferenciacion de células basales en
células secretoras o multiciliadas ocurra de forma correcta, estableciéndose un estrecho
control en el balance entre los distintos tipos celulares en el epitelio. Un desequilibrio
en la abundancia de alguno de estos tipos celulares se observa en una gran variedad de
enfermedades de las vias respiratorias como el asma, la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), o la fibrosis quistica. A pesar de este papel esencial, ain son
muchos los interrogantes acerca de las rutas moleculares que gobiernan la proliferacién
y el destino de las células basales durante el desarrollo y la regeneracidn de las vias
respiratorias. En este capitulo trataremos de resolver algunos de estos interrogantes,
poniendo especial interés en los factores de transcripcion e interactores implicados en

el proceso de diferenciacion de células basales a células multiciliadas.
Desarrollo y configuracién del epitelio respiratorio

A lo largo de los ultimos afios se han producido avances considerables en el
conocimiento acerca del desarrollo del sistema respiratorio, asi como de la generacién
de los distintos tipos celulares que lo componen. El epitelio que recubre las vias
respiratorias procede del endodermo, una capa embrionaria que genera multitud de
drganos, entre los que se encuentran el esofago el higado o el tiroides. El programa de
desarrollo pulmonar comienza con la expresién del factor de transcripciéon Nkx2.1, que
dirige la formacion de una evaginacion en la cual la expresidon de esta proteina se
enriquece distalmente y que tras multiples ramificaciones sucesivas da lugar a los
bronquios y pulmones!!®. Varios estudios han demostrado que la sefalizacién por
Wnt/B-catenina juega un papel esencial en la diferenciacién de los progenitores del

sistema respiratorio, proceso en el que también estd implicada la ruta de Bmp (Bone
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morphogenetic proteins)''’. Estas dos rutas modulan la especificacion de las regiones
que dardn lugar a la tradquea, situada en la zona proximal, y a los bronquios y alveolos,
situados en la region distal, donde actian reprimiendo la expresidon del factor de
transcripciéon Sox2. Durante el desarrollo del sistema respiratorio se estableceran
distintos linajes celulares en funcién de la posicion en el eje anterior-posterior, proceso
regulado por Sox2, marcador del endodermo proximal, y los reguladores
transcripcionales Sox9 e ID2, enriquecidos en la regién distal y que median el desarrollo

de los bronquios y bronquiolos (Figura 13).

B ;
<
=i :
- | Zona conductora
1 ;
© Zona de intercambio
Bajos niveles de Nkx2.1 Sox2 (vias proximales)

Altos niveles de Nkx2.1 B sox9 e ID2 (vias distales)

Figura 13: Esquema del desarrollo de las vias respiratorias.

Esta regionalizacidn divide al sistema respiratorio de vertebrados en dos zonas
diferenciadas, esquematizadas en la figura 13. Por un lado, en la regidn mds proximal se
encuentra la zona conductora, que incluye los orificios nasales, senos paranasales, la
laringe y la traquea. Esta zona es la encargada de transportar el aire hacia los pulmones,
donde tendrd lugar el intercambio gaseoso, ademas de filtrar particulas y patégenos en
suspension, y calentar y humedecer el aire que llegara a los bronquiolos. A medida que
avanzamos hacia la zona mas distal, la traquea se divide en dos bronquios que se
ramifican en cientos de vias cada vez mas pequenas constituyendo asi los bronquiolos,
gue tras mas ramificaciones conectan con la zona de intercambio o respiratoria, los
alveolos, donde tiene lugar el intercambio entre el oxigeno atmosférico y el didxido de

carbono del sistema circulatorio!8.



Los tipos celulares que estan presentes en cada una de las regiones del sistema
respiratorio, asi como la abundancia de cada uno de ellos, son distintos y cumplen
funciones especificas en funcidn de si nos encontramos en la zona conductora o en la
respiratoria. En su conjunto, han sido identificados al menos 11 tipos celulares
diferentes en el sistema respiratorio de vertebrados. La traquea y los bronquios
principales estdn tapizados por un epitelio pseudoestratificado en el que estan
presentes tres poblaciones mayoritarias de células: las células basales, que se
encuentran mads cercanas a la l[dmina basal y son progenitoras del resto de tipos
celulares, imprescindibles en su recambio y en la respuesta a dafo; las células
secretoras, encargadas de secretar hacia el lumen de las vias respiratorias proteinas
altamente glicosiladas que generan una capa mucosa cuya funcidn es atrapar particulas
en suspension; y las células multiciliadas, encargadas de mover esta capa de moco hacia
la zona proximal del sistema respiratorio para su eliminacién. En la regién de respiracion,
el intercambio gaseoso ocurre en los alveolos, pequefios sacos tapizados principalmente
por dos tipos celulares, las células alveolares de tipo | (Alveolar Epithelial Cell I, AECI),
gue recubren aproximadamente el 95% de la superficie pulmonar, encargadas del
intercambio de gases, y las de tipo Il (AECII), cuya funcién es la secrecion de las proteinas
gue componen el surfactante pulmonar, ademas de actuar como progenitoras de las
AECI'®, Los tipos celulares anteriormente descritos se esquematizan en la figura 14. En
este trabajo nos centraremos en la composicion celular de las vias espiratorias
superiores, donde las células multiciliadas juegan un papel esencial en el mantenimiento

de la homeostasis y la defensa frente a patdgenos.
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Figura 14: Esquema de las células que componen el epitelio de las vias respiratorias. Se muestran las células que
tapizan las vias respiratorias conductivas y los sacos alveolares. AEC: Alveolar Epithelial Cells.

Cabe destacar que existen diferencias significativas en la organizacién celular del
epitelio de las vias respiratorias de humano y ratén. En ratones, el epitelio
pseudoestratificado se localiza sélo en la trdquea y los bronquios principales, mientras
que el epitelio que recubre las vias respiratorias mas distales es una monocapa cuboidal
en la que todas las células estan en contacto con el lumen, y las células basales no estan
presentes'??. Por otro lado, el epitelio que recubre las vias respiratorias humanas es en
su mayor parte pseudoestratificado, y la transicion a epitelio cuboidal simple, sin células
basales, se da Unicamente en los bronquiolos mas distales, los que estdn en contacto
con los alveolos. Estas diferencias afectan a la respuesta a condiciones patoldgicas,
inflamacion o dafio del tejido'??, y varios estudios sostienen que los hallazgos referidos
a la biologia del epitelio de las vias respiratorias superiores en ratones pueden ser
extrapolados al epitelio de los bronquios mas distales en humanos. Veremos a

continuacion los principales tipos celulares que conforman el epitelio

pseudoestratificado.



Células basales

Las células basales (CB) se denominan asi por su proximidad a la lamina basal que
rodea a las vias respiratorias y que esta en contacto con el mesénquima. Estas células
constituyen entre un 6 y un 30% de todas las células que conforman el epitelio

122y actian como reservorio de

pseudoestratificado, en funcién de la localizaciéon
células multipotentes que se encargan de sustituir al resto de células diferenciadas de
las vias respiratorias. En las vias respiratorias superiores, las células basales forman una
monocapa continua en contacto con la lamina propia del tejido conjuntivo circundante,
mientas que en regiones mas distales se localizan formando clusteres o de forma
individual, distribucién compartida entre ratones y humanos'?3. En ambas especies, las
células basales del tracto respiratorio forman desmosomas, estructuras de contacto con
las células columnares vecinas y con la ldmina basal enriquecidas en moléculas de

adhesidon que juegan un papel esencial en el mantenimiento de la barrera celular y la

homeostasis.

Atendiendo al perfil transcripcional e inmunohistoquimico de las células basales,
una caracteristica esencial de estas células son los altos niveles de expresidén de la
proteina p63, (codificada por el gen Trp63 en ratén, TP63 en humanos), que forma parte
de la familia de factores de transcripcién de p53. Se ha demostrado que el desarrollo de
las células basales es dependiente de p63, y que ratones mutantes para esta proteina
carecen de células basales en el epitelio pseudoestratificado de la traquea'?*. Otra
caracteristica de las células basales es la expresidon enriquecida de las proteinas
citoqueratina 5y 14 (KRT5 y KRT14 respectivamente). Estas proteinas, que forman parte
de los filamentos intermedios del citoesqueleto, no se expresan por igual en todas las
células basales: KRT5 se expresa de forma mayoritaria, mientras que KRT14 sélo se
encuentra en un subgrupo de células basales, y se sobreexpresa en situaciones de
reparacion de dafios en el tejido o remodelacion tras una infeccién, caracteristica comun

en ratones y humanos'?.

Los mecanismos moleculares que intervienen en la autorrenovacion y la
diferenciacién de células basales, asi como gran parte del papel transcripcional de p63
permanecen aun poco detallados, sin embargo, diversos estudios sobre la reparaciény

remodelacién del tejido de la traquea y bronquios muestran que la ruta de Notch juega
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un papel clave en el balance entre las poblaciones de células secretoras y multiciliadas
que se originan a partir de los progenitores basales p63*/KRT5%126, Concretamente,
niveles elevados de Notch promueven la diferenciacién hacia células secretoras,
mientras que los niveles mas bajos median la diferenciaciéon de las células
multiciliadas'?’ a través de la activacion de factores de transcripcion como MCIDAS o

GMEC1'?8, proceso que veremos con mds detalle a continuacion.
Células Secretoras

Las células secretoras de las vias respiratorias representan una poblacidn
heterogénea, que difiere significativamente en funcidn de su posicion proximal-distal'?°.
Esta variabilidad influye en el tipo de moléculas secretadas que constituyen el moco,
compuesto principalmente por glicoproteinas, glicosaminoglicanos, lipidos, iones vy
agua, y que juega un papel clave en el mantenimiento de la barrera frente a patégenos,
particulas inhaladas y en el metabolismo de xenobidticos. Ademas, las células secretoras
conforman una poblacién con una alta plasticidad, ya que pueden dar lugar a distintos
tipos de células una vez diferenciadas. De acuerdo con sus caracteristicas morfoldgicas
y la abundancia y procedencia de los distintos tipos de vesiculas de secrecioén, las células
secretoras han sido histéricamente clasificadas en tres grandes poblaciones: células club
(anteriormente denominadas células Clara), células serosas presentes en las glandulas
de las vias respiratorias mas proximales y células goblet o caliciformes!®. Estas
divisiones han sido, sin embargo, revisadas aplicando criterios moleculares, poniendo

de manifiesto las similitudes entre células secretoras morfolégicamente distintas.

En vertebrados, las rutas moleculares que modulan la diferenciacion de los
distintos linajes de células secretoras estan principalmente mediadas por la ruta de
Notch, un importante regulador de la especificaciéon del destino celular durante el
desarrollo embrionario®3!. En este proceso se han identificado cuatro receptores de la
ruta (Notch 1-4) y cinco ligandos (Jag 1y 2, y DIl 1, 3 y 4), que intervienen en la
sefializaciéon célula-célula a través del del factor de transcripciéon Rbpjk!32. En este
sentido se ha demostrado que ratones defectivos para Rbpjk no presentan células
secretoras en sus vias respiratorias, mientras que la poblacién de células multiciliadas

estd sobrerrepresentada’®.



En raton, las células club constituyen la poblacion predominante de células
secretoras, alrededor de un 20% del total, que se distribuyen siguiendo un patrén
disperso a lo largo de todo el tracto respiratorio, mientras que las células club de las vias
respiratorias humanas se encuentran restringidas Unicamente a los bronquios mas
distales!34. La proteina SCGB1A1l, una secretoglobina que ha demostrado ejercer

funciones antiinflamatorias!3®

, s el marcador de células club mejor caracterizado junto
a SCGB3A2. Se ha demostrado que la expresion de ambas secretoglobinas estd
estrechamente relacionada con la ruta de Notch, y que individuos defectivos para los
ligandos Jagl y Jag2 presentaban una reduccién de mas del 80% en la expresidon de
ambas proteinas, ademas de diversas alteraciones en las células club®®®. Por ultimo,
varios estudios concluyen que las células club presentan una gran capacidad de auto-
regeneracion, y son capaces de revertir su diferenciacion para producir tanto células

goblet como células multiciliadas, un proceso conocido como transdiferenciacion, que

tiene lugar en respuesta a estrés agudo!37- 138,

Como hemos mencionado anteriormente, ademdas de las células club, la
poblacién de células secretoras esta compuesta por células goblet o caliciformes, que se
encuentran también intercaladas entre el resto de los tipos celulares del epitelio. Estas
células presentan una elevada polarizacion apical-basolateral, con el nicleo y la mayor
parte de orgdnulos situados en la zona basal, y grandes vesiculas secretoras cargadas de
glicoproteinas de alto peso molecular llamadas mucinas en la region apical'3®. Un
marcador de células caliciformes que ha sido utilizado en multiples estudios es MUC5AC,
una mucina muy enriquecida en este subtipo celular'?. Otro marcador tipicamente
utilizado para las células caliciformes es |la proteina SPDEF, un factor de transcripcion
gue controla el programa de diferenciacién de estas células, y que esta claramente
implicado en el proceso de transdiferenciacion desde células Clara a células

caliciformes!*L,
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Figura 15: Esquema de las células que componen el epitelio pseudoestratificado de las vias respiratorias
conductivas. CB: Células Basales, CS: Células Club, CMC: Células Multiciliadas, CC: Células caliciformes.

Células Multiciliadas (CMC)

Las células multiciliadas se encuentran fundamentalmente en los epitelios de las
mucosas, y forman varios centenares de cilios que baten de forma coordinada para
generar movimiento en fluidos que permiten el desplazamiento de particulas y otras
células. En las vias respiratorias, las células multiciliadas estdn implicadas en el
movimiento del moco que recubre el epitelio, y cuya funcién es atrapar las particulas y
patdgenos inhalados. En otros tejidos, como en los ventriculos cerebrales y canales
ependimarios de la médula espinal, las células multiciliadas mueven el liquido
cefalorraquideo, mientras que en los oviductos son las encargadas de generar el flujo
gue desplaza el évulo. Como consecuencia de estas funciones, alteraciones en las células
multiciliadas conducen a infecciones respiratorias recurrentes, hidrocefalia o

infertilidad4% 143,
Rutas moleculares que median la diferenciacion de las CMC

Uno de los primeros pasos que tiene lugar en la diferenciacion de células
multiciliadas esta ampliamente descrito en el epitelio de las vias respiratorias de
mamifero. En este epitelio, la modulacién de la activacién de la ruta de Notch marca el
balance entre los distintos linajes celulares?®. Cuando la ruta se encuentra inhibida, la
poblacién de células multiciliadas se expande a expensas del linaje secretor, mientras

que la activacidén constitutiva utilizando organismos transgénicos para elementos de la



ruta de Notch ha demostrado que provoca una sobrerrepresentacion de células
secretoras en detrimento de las células multiciliadas3® 144, La inhibicién de la ruta de
Notch también estad implicada en procesos de transdiferenciacién, a través de los cuales
pueden originarse CMC a partir de células secretoras!*. Los mecanismos que mantienen
balanceadas ambas poblaciones celulares estan aln por esclarecer, aunque se ha
demostrado que existen sefiales de inhibicion lateral mediante el contacto célula-célula,
lo cual genera wuna distribucién de “mosaico” a lo largo del epitelio
pseudoestratificado!3¥ 146, Ademas, en vias respiratorias de adultos, las células basales
bloguean la diferenciacién a CMC mediante el aporte continuo de ligandos de la ruta de
Notch como DLL, JAG1 o JAG2'*, Por ultimo, microRNAs como miR449 estdn muy
enriquecidos en progenitores de células multiciliadas, y reprimen la ruta de Notch a
través de la interaccion con NOTCH1 y DLL1'¥. El programa transcripcional que se
observa durante la diferenciacidon de las células multiciliadas estda mayoritariamente

dirigido a la construccion y mantenimiento de lo cilios.

RFX2/3——> Componentes del cilio
ibicié Factores de t ipcié I ili
lnh|k’3’|010n IateTaI actores de ranscnpcxor/ FOXJA Efectgres de motilidad
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miR499 — Notch — GMEC1—> MCIDAS <— E2F4/5 ¥»Reguladores de actina

C-MYB——» Biogénesis de
cuerpos basales

CCNO ——>Reguladores del cilio

Figura 16: Esquema de las rutas moleculares que median la diferenciacion de las células multiciliadas.

Dos genes reguladores de la diferenciacion de células multiciliadas por debajo de
la ruta de Notch son Gemc1 y Mcidas. Ambos presentan dominios de unién a proteinas
e interaccionan con Geminina, una proteina clave en el balance entre la progresion del
ciclo celular y la diferenciacion'*®. Se ha demostrado que ambos genes son suficientes
para promover la diferenciacién hacia células multiciliadas, y que su sobreexpresién
dirige la produccién de células ependimarias a partir de células de la glia radial'*°. El

factor de transcripcion MCIDAS interacciona con el represor del ciclo celular E2F4/5, un
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elemento clave en la amplificacién de cuerpos basales durante la ciliogénesis en CMC, y
que actua a través de otro factor de transcripcion, C-MYB®, En este sentido, ratones
mutantes para E2F4/5 presentan defectos en el desarrollo de células multiciliadas en
sus epitelios, mutacion que también se ha reportado en pacientes con desdrdenes en el

flujo mucoso de las vias respiratorias'*® 1°1,

Un proceso concomitante a la amplificacién del nimero de cuerpos basales es la
expresion sincronizada de los genes necesarios para la construccién del cilio, proceso
gue estd regulado fundamentalmente por el factor de transcripcién FOXJ1 (Forkhead
box J1), perteneciente a la familia de FOX, y que ha demostrado ser esencial en la
extensidn del axonema, la generacion del movimiento del cilio y el anclaje de los cuerpos
basales'? 133, Ademds, mutantes homocigotos para FOXJ1 presentan defectos en la
determinaciéon de la simetria derecha-izquierda, proceso que ocurre durante el
desarrollo embrionario>*. Se ha demostrado que FOXJ1 interacciona con otros factores
de transcripcién como RFX2 y 3, dirigiendo la expresion de componentes del cilio
durante la diferenciacion de CMC. En las vias respiratorias de vertebrados, RFX3
incrementa la expresién de las dianas de FOXJ1, y experimentos de co-
inmunoprecipitacién han demostrado que existe una interaccion fisica entre RFX2/3 y
FOXJ1'>>, En base a estos experimentos se ha propuesto la posibilidad de que FOXJ1 y
RFX conformen un complejo transcripcional que orquesta la ciliogénesis en células

multiciliadas, y que se encontraria bajo la regulacién de MCIDAS®°,

Estudios mas recientes han descrito el papel esencial que ocupa p73 en la
regulacién de la diferenciacion de células multiciliadas. Esta proteina pertenece a la
familia del supresor tumoral p53, que engloba también a otras como p63, y que estan
implicadas en procesos tan diversos como el control del ciclo celular, la reparacion de
dafios en el DNA o la entrada de las células en apoptosis®® %7, p73 contiene dominios
de unién a DNA similares a los de los miembros de su familia, sin embargo, su funcion
fisioldgica difiere considerablemente. Mientras que p63 es esencial para el
mantenimiento del linaje progenitor en el desarrollo y la morfogénesis de los
epitelios®®8, los ratones defectivos para p73 exhibian, entre otros defectos, esterilidad,
hidrocefalia e infecciones recurrentes en las vias respiratorias, alteraciones relacionadas

con la pérdida de células multiciliadas®®. En base a esto, estudios posteriores han



demostrado que la expresion de p73 se encuentra enriquecida en células multiciliadas
completamente diferenciadas, ademas de en un subgrupo de células basales que daran
lugar a CMC!®, Mediante experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina se ha
determinado también que p73 interacciona con varias decenas de genes asociados a la
ciliogénesis, especialmente con la regién reguladora de la transcripcién de FOXJ1, RFX3
y MYB, reveldandose como un regulador maestro de la expresion de estos factores de
transcripcion'®l. Ademas, estudios recientes han concluido que p73 esta implicado en el
posicionamiento apical de los cuerpos basales, en su correcta organizacién planar, y en
la organizacién de la dindmica del citoesqueleto, lo que pone de manifiesto su papel

esencial en el correcto desarrollo de las células multiciliadas16% 163,

Como hemos descrito anteriormente, las células multiciliadas cumplen un papel
esencial en el mantenimiento de la homeostasis del sistema respiratorio, sin embargo,
gran parte de los mecanismos moleculares que median su diferenciacién, asi como su
abundancia relativa en el epitelio de las vias respiratorias estan aun por resolver. En este
capitulo estudiaremos el proceso en el cual, a partir de una poblacidon de células
progenitoras de las vias respiratorias, se desarrolla un epitelio pseudoestratificado
complejo y funcional, en el que estan presentes los distintos tipos celulares que tapizan

el sistema respiratorio.
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OBJETIVOS CAPITULO Il
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OBJETIVOS CAPITULO I

En el capitulo anterior hemos abordado las rutas moleculares que regulan la
distribucién de los centriolos en el interior celular. Ademas de esta distribucion,
aspectos como el nimero de centriolos presentes en determinados tipos celulares
juegan un papel clave en la correcta funcidn fisiolégica y el mantenimiento de la
homeostasis. Las células multiciliadas que tapizan numerosos érganos constituyen un
claro ejemplo de ello. A pesar de esta relevancia, aun existen grandes interrogantes en
el proceso en el que una célula con una pareja de centriolos pasa a poseer centenares

de ellos, dando lugar a los cuerpos basales de los cilios en las células multiciliadas.

En el epitelio pseudoestratificado que tapiza las vias respiratorias de los
vertebrados, las células multiciliadas cumplen una funcidn esencial en el flujo orientado
del moco que permite la eliminacién de patégenos y particulas atrapadas durante la
respiracion. Un andlisis in silico de factores de transcripcién e interactores que
presentan una expresién diferencial entre células basales y multiciliadas revelé que el
factor de transcripcidon p53 podria jugar un papel esencial en este proceso. Ademas,
otros miembros de la familia de p53 como p63 y p73 han demostrado estar implicados

en el desarrollo del epitelio de las vias respiratorias.

En base a estos datos, en este capitulo nos propusimos analizar el papel de p53
en la homeostasis y la diferenciacién del epitelio pseudoestratificado de las vias
respiratorias. Ademas, puesto que la ubiquitina ligasa MDM2 acttda como el principal
regulador de la estabilidad de p53, decidimos abordar su implicacidon en estos procesos.

Para ello nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar los niveles de expresion de p53 y MDM2 durante la

diferenciacién de las células basales del epitelio respiratorio.

2. Analizar el papel de p53 y MDM2 en la diferenciacidn del epitelio de las vias

respiratorias a través de la modulacidn de sus niveles de expresion.
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3. Estudiar el papel de la interaccion MDM2/p53 en la proliferacion y la
diferenciacién celular mediante el uso de farmacos que bloquean dicha

interaccion.

4, Analizar la implicacion de la interaccidén entre MDM2/p53 en la integridad del

epitelio respiratorio y la funcionalidad de las células multiciliadas.
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RESULTADOS CAPITULO I
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Analisis in silico de factores de transcripcion que median la diferenciacién de CMC

Como hemos detallado en la introduccién, la correcta funcién fisioldgica del
epitelio que tapiza las vias respiratorias requiere un adecuado balance entre los distintos
tipos celulares que lo componen. En este epitelio, las células multiciliadas cumplen una
funcién esencial en el flujo orientado del moco que permite la eliminacién de patégenos
y particulas atrapadas durante la respiracidon. A pesar de su relevancia, existen adn
muchos interrogantes acerca de las rutas moleculares que modulan la diferenciacién de

las células basales en células multiciliadas.

Para profundizar en el conocimiento sobre estos mecanismos moleculares,
decidimos comparar, mediante un analisis in silico, la expresién de los factores de
transcripcion e interactores entre células basales y células multiciliadas. Para ello
utilizamos datos de secuenciacién de célula Unica del epitelio respiratorio, recogidos en
la base de datos Gene Expresién Omnibus (GSE102580)'%4, identificando factores de
transcripciéon que se expresan en ambos tipos celulares. Una vez identificados,
comparamos la expresion de estos factores de transcripcion junto a sus interactores
(obtenidos mediante la herramienta de interacciones proteina-proteina STRING, y que
denominaremos redes de proteinas) en células multiciliadas frente a células basales. Los

resultados obtenidos tras este analisis se muestran en la figura RII.1.
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Figura RII.1: Analisis de los factores de transcripcion e interactores que se expresan de forma
diferencial en células basales (CB) y células multiciliadas (CMC). Se utilizaron datos de
secuenciacion de célula tnica (GSE102580) y los interactores fueron identificados mediante la
herramienta STRING.
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Como cabria esperar, entre los genes cuya expresion esta notablemente
enriquecida en células multiciliadas se encuentran factores de transcripciéon implicados
en la diferenciacion de este tipo celular y la ciliogénesis, como FOXJ1?% o KLF4%>,
También encontramos redes de proteinas centradas en factores de transcripcién que
regulan el proceso de transdiferenciacién en respuesta a dafios en el epitelio
respiratorio, como FOXA1'%® o EHF'®’. Sorprendentemente, nuestro analisis también
reveld otros genes cuyo papel en el proceso de diferenciacidon de células multiciliadas
apenas ha sido descrito. Una de estas redes de proteinas fue la centrada en el gen TP53,

resaltada en color rosa en la figura RII.1.

El papel clasico de p53, la proteina codificada por el gen TP53, es el de supresor
tumoral, esencial en la respuesta al dafio en el ADN, el control de la proliferacién celular
y la apoptosisi®® 169 Ademads de este papel cldsico y ampliamente descrito, en los Gltimos
afios, p53 ha sido relacionada con procesos de diferenciacién y autorrenovacién en
células tan diversas como las neuronas o los progenitores renales’% 12, En lo relativo al
sistema respiratorio, un estudio reciente ha demostrado que p53 juega un papel clave
en el balance entre las distintas poblaciones celulares del epitelio respiratorio cuando
éstas se desarrollan a partir de células secretoras'’?. A pesar de estos hallazgos, la
funcién de p53 en la diferenciacién y la autorrenovacion de las células basales del

epitelio respiratorio aun no ha sido descrita.

En base al resultado obtenido de este andlisis y al conocido papel de otros
miembros de la familia de p53 en el desarrollo de las vias respiratorias, como p63 y p73,
descritos en la introduccion, decidimos analizar la funcién de p53 en la diferenciacién y

la homeostasis del epitelio respiratorio de vertebrados.

Para llevar a cabo este estudio utilizamos células progenitoras obtenidas de la
trdquea de ratones sanos (MTECs, Mouse Tracheal epithelial cells) y de biopsias de
bronquio humano (BRO, Bronchial epithelial cells), que fueron cultivadas y diferenciadas
in vitro. El empleo de estos modelos conllevd una caracterizacion inicial del proceso de

diferenciacion in vitro de los cultivos realizados en nuestro laboratorio.



Caracterizacion del cultivo in vitro de células basales de la traquea de raton

Como se ha descrito en la introduccidn, el desarrollo del epitelio que recubre las
vias respiratorias comienza con la expresion anterior-ventral del factor de transcripcién
Nkx2.1'73. En las vias respiratorias superiores, la expresion de Nkx2.1 se limita
Unicamente a las etapas iniciales del desarrollo, quedando después restringido a las
porciones mas distales que daran lugar a los pulmones. En la regidn proximal, que dard
lugar a la traquea, el descenso en la expresion de Nkx2.1 se relaciona con un incremento
en la expresion de Sox2, mientras que en las células que daran lugar a los bronquiolos y

alveolos se produce un incremento de los reguladores transcripcionales /d2 y Sox9.

Para caracterizar la diferenciacién del cultivo celular obtenido tras la diseccion y
la disgregacion de las trdqueas de ratdn, las células se expandieron en placas de cultivo
convencionales, y posteriormente se sembraron sobre soportes tipo transwell, como se
detalla en el apartado de materiales y métodos. Una vez confluentes, el medio superior
se retird, y el medio de la cdmara inferior fue sustituido por medio ALl (Air Liquid
Interface, StemCell), que promueve la diferenciacion de las células progenitoras del

sistema respiratorio.

En ratén, el proceso de diferenciacion del epitelio respiratorio in vitro se
completa tras 14 dias en medio ALI, sin embargo, la mayor parte de los eventos relativos
a cambios en la regulacidn y expresion génica tienen lugar en las primeras etapas de la
diferenciacién. Por este motivo, analizamos la expresion de los genes marcadores de
tejido respiratorio proximal/distal Nkx2.1, Sox2, Sox9 e Id2, mediante secuenciacidon

masiva de transcritos (ARNseq) durante los dias 0, 4 y 7 de diferenciacion.
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Figura RII.2: Analisis de transcritos de los marcadores de desarrollo del sistema respiratorio. Los niveles
de ARN mensajero fueron analizados mediante secuenciacién masiva de transcritos en muestras obtenidas
en los dias 0, 4 y 7 del proceso de diferenciacion.
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En la figura RIl.2 se muestran los resultados obtenidos de la secuenciacién de
transcritos. En el panel a podemos observar un descenso en el marcador Nkx2.1, lo que
se corresponde con la dindmica descrita para las células progenitoras de las vias
respiratorias proximales. Ademads, los niveles de expresion de Sox2 se mantuvieron
durante las primeras etapas de la diferenciacidon (Figura RIl.2 b), mientras que la
expresion de los marcadores Sox9 e Id2, que promueven la diferenciacion hacia tipos
celulares de vias respiratorias distales, mostré un claro descenso durante la

diferenciacién del cultivo in vitro (Figura RII.2 c, d).

En las vias respiratorias superiores, los patrones de expresidon de Sox2 y de
Sox9/1d2 actuan promoviendo la diferenciacion de las distintas poblaciones celulares
que tapizan el epitelio de la traquea y los bronquios principales. Como hemos descrito
en la introduccidn, este epitelio estd mayoritariamente compuesto por células basales,
secretoras, y multiciliadas. Las distintas poblaciones celulares de la traquea y los
bronquios presentan un patron de expresién génica caracteristico, y los niveles de
expresion de ciertos genes pueden utilizarse como marcadores de la presencia de estas
poblaciones. En este sentido, las células basales se caracterizan por los altos niveles de
expresion del factor de transcripcion p63 o de la proteina citoqueratina 5 (Krt5)*?°. Por
otro lado, las células secretoras pueden ser subdivididas en células clara y células
caliciformes, y se caracterizan por los elevados niveles de expresion de las glicoproteinas
Scgblal y Scgb3a2 en las células clara o las mucinas Muchac, Muc5b, y el factor de
transcripcion Spdef en las células caliciformes?’. Por ultimo, la expresién de los factores
de transcripcidn Foxjl y Mcidas son caracteristicos de la poblaciéon de células

multiciliadas del epitelio respiratorio®?.

Para comprobar que las células basales cultivadas y diferenciadas in vitro tenian
la capacidad de generar las distintas poblaciones que componen el epitelio
pseudoestratificado de las vias respiratorias, analizamos mediante secuenciacion
masiva de transcritos los niveles de expresién de los marcadores de células basales,

secretoras y multiciliadas a lo largo del proceso de diferenciacién.
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Figura RII.3: Andlisis de transcritos de los marcadores de poblaciones celulares del epitelio respiratorio. Niveles
de ARN mensajero analizados mediante secuenciacién masiva de transcritos en muestras obtenidas en los dias 0,
4y 7 del proceso de diferenciacion. Se analizaron los marcadores de células basales (Trp63, Krt5), multiciliadas
(Foxj1, Mcidas), club (Scgblal, Scgb3a2)y caliciformes o goblet (Spdef, Muc5hb). tpm: Transcritos por milldn.

Los resultados obtenidos mediante secuenciacién de transcritos mostraron un
descenso en la expresion de los marcadores de células basales Trp63 y Krt5 a lo largo de
la diferenciacidén, manteniéndose ciertos niveles de ARNm, lo que indicaria la presencia
de estas células progenitoras en el cultivo diferenciado (Figura RIl.3 a, b). La poblacién
de células multiciladas, atendiendo a la expresion de los marcadores Foxj1 y Mcidas, se
ve notablemente incrementada en el dia 7 de diferenciacidon, como se muestra en los
paneles c y d de la figura RIl.3. Por ultimo, los marcadores analizados para la poblacidon
de células club (paneles e y f) y goblet (paneles g y h) revelaron un claro incremento de
la expresion en ALI7 con respecto al inicio de la diferenciacién. Estos resultados ponen
de manifiesto la diferenciacidn de las distintas poblaciones celulares que componen el

epitelio respiratorio a partir de las células basales cultivadas in vitro.

Ademads de los resultados obtenidos mediante secuenciacién de transcritos,
decidimos caracterizar la abundancia y la distribucién de células multiciliadas en el

cultivo in vitro mediante inmunofluorescencia, con el fin de compararlas con el epitelio
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de traqueas de ratones adultos. Para marcar las células multiciliadas, utilizamos dos
proteinas estructurales de los cilios: la y-tubulina, presente en los centrosomas vy
cuerpos basales, y la tubulina acetilada, localizada en el axonema de los cilios. Los
resultados obtenidos de las inmunofluorescencias, que se muestran en la figura RIl.4,
reflejan la presencia de células multiciliadas en nuestro cultivo in vitro con una

abundancia y disposicion similares a las del tejido de trdquea adulto.

a ALI'7 b Traquea

c d
Figura RIL.4: Marcaje de inmunofluorescencia para la deteccion de células
multiciliadas. Se analizo la presencia de células multiciliadas mediante el marcaje de

y-Tubulina (a, b) y Tubulina acetilada (d, e) en cultivos diferenciados in vitro (a, c) y
en traqueas de ratones adultos (b, d).

y-Tubulina

Ac-Tubulinna

En base a los resultados obtenidos mediante secuenciacién de ARN e
inmunofluorescencia, podemos afirmar que el cultivo in vitro de las células basales
obtenidas de traqueas de ratones adultos promueve la diferenciacién de las poblaciones
presentes en las vias respiratorias superiores, siendo un modelo ideal para el estudio de

las rutas moleculares que regulan el proceso de diferenciacidn del sistema respiratorio.
Los niveles de p53 varian a lo largo de la diferenciacion

Una vez caracterizado el cultivo in vitro del epitelio respiratorio, y en base a los
resultados del analisis de factores de transcripcion que se muestra en la figura RIl.1, y
gue hemos descrito al inicio de este apartado, comenzamos analizando los niveles de

expresion de p53 a lo largo de la diferenciacion mediante de gPCR y western blot.
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Figura RIL.5: Andlisis de la expresion de p53 durante el proceso de diferenciacion celular. a, niveles de ARN mensajero
analizados mediante qPCR. Se utilizé la expresion de Eifla para normalizar los niveles de expresion, n=8. b, Imagenes
de western blot de p53 y vinculina durante la diferenciacidn celular. c, cuantificacion de la expresion de p53 analizada
mediante western blot, n=6. Las columnas en ay c representan la media, y las barras de error representan la desviacion

estandar para cada condicion Se utilizé vinculina como control de carga y las cuantificaciones se hicieron relativas a
ALI 0.

Como se muestra en el panel a de la figura RII.5, los niveles de ARNm de p53 no
se ven modificados durante las primeras etapas de la diferenciacién. Cuando analizamos
los niveles de proteinas mediante western blot, en cambio, si encontramos un
incremento de los niveles de p53 en ALl 4 (Figura RIl.5 b), resultado que confirmamos
con la cuantificacién del western, que se muestra en el panel c. Estos resultados sugieren
una regulacidon en la estabilidad de la proteina p53 en las primeras etapas de la

diferenciacién del epitelio respiratorio.
p53 sufre modificaciones postraduccionales a lo largo de la diferenciacion

Las modificaciones postraduccionales como la fosforilacién o la acetilacién
juegan un papel esencial en la regulacién de la actividad de p53. En esta regulacion, la
fosforilacion en residuos de determinados dominios, como el dominio de
transactivacion, incrementa la respuesta transcripcional de p53, mientras que la
acetilacién del dominio regulador reduce la afinidad de la ubiquitina ligasa MDM?2 por
p53%74 promoviendo su estabilidad. Para caracterizar estas modificaciones a lo largo de
la diferenciacion del epitelio de las vias respiratorias, decidimos analizar mediante

western blot el estado de fosforilacién y acetilacién de los principales residuos de p53

afectados.
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Figura RII.6: Modificaciones postraduccionales de p53 a lo largo de la diferenciacion del epitelio respiratorio: a,
esquema de los dominios de la proteina p53 y los principales residuos que regulan su actividad. TAD:
Transactivation Domain, PRD: Proline Rich Domain, DBD: DNA Binding Domain, NLS: Nuclear Localization Signal,
TD: Tetramerization Domain, BD: Basic Domain. b, imagenes de western blot de las modificaciones
postraduccionales en los residuos de p53 analizados. Se utilizé GAPD como control de carga.

En el panel a de la figura RIl.6 se muestra un esquema de los residuos analizados
mediante western blot, asi como su localizacién en los distintos dominios de p53. Como
se observa en el panel b, p53 se encuentra fosforilado en ALIO en los residuos de serina
9 (Ser9), Ser15 y Ser46, todos ellos localizados en el dominio de transactivacién (TAD),
donde acttian incrementando la actividad de p537>. La fosforilacién en estos residuos
podria sugerir una mayor actividad de p53 en las primeras etapas de la diferenciacién
del epitelio respiratorio. La acetilacidén de los residuos localizados en el dominio basico
o regulador (BD), actua disminuyendo la afinidad de MDM2 por este dominio,
disminuyendo a su vez los niveles de ubiquitinacion e incrementando la estabilidad de
p53176, Como se observa en el panel b de la figura RII.6, no encontramos elevados niveles

de acetilacion en ninguno de los residuos analizados.



Los niveles de la ubiquitina ligasa MDM2 varian a lo largo de la diferenciacion

El incremento en los niveles de proteina de p53 que se muestra en la figura RII.5
podria estar provocado por una regulacién de su estabilidad, debida a modificaciones
postraduccionales que median su degradacién. Uno de los principales candidatos que
modulan los niveles de p53 es la E3-ubiquitina ligasa MDM2, que promueve su
degradacién mediante ubiquitinacién'’’, y que ademads ha sido relacionado con el
desarrollo del sistema respiratorio'’®. En base a esto, decidimos estudiar la dindmica de

expresion de la proteina MDM2 a lo largo de la diferenciacién en nuestro modelo de

cultivo in vitro.

En el panel a de la figura RIl.7 se observa que los niveles de ARN mensajero de
Mdm2 descienden en los dias 4 y 7 de diferenciacidon cuando se comparan con el de las
células no diferenciadas. Este descenso se vio muy acentuado cuando se analizé la

cantidad de proteinas, observando una drastica caida de los niveles de MDM?2 una vez

iniciada la diferenciacién (Figura RIl.7 b, c).
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Figura RII.7: Niveles de expresion de MDM2 durante el proceso de diferenciacién celular. a, niveles de ARN
mensajero de Mdm2 analizados mediante qPCR. Se utilizé la expresidon de Eifla para normalizar los niveles de
expresion n=8. b, Imagenes de western blot de MDM?2 y vinculina durante la diferenciacion celular. c,
cuantificacion de la expresion de MDM?2 analizada mediante western blot, n=6. Las columnas en ay c representan
la media, y las barras de error representan la desviacion estandar para cada condicién. Se utilizé vinculina como
control de carga y las cuantificaciones se hicieron relativas a ALI 0.

El descenso en los niveles de ARN y proteinas de MDMZ2 que se observa en las
primeras etapas de la diferenciacién indica que el incremento de p53 que observamos

en las muestras en ALI4 (Figura RI.5 b, c) podria ser debido a una estabilizacién

provocada por este descenso de MDM2.
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MDM2 se expresa mayoritariamente en células multiciliadas

Para determinar si las variaciones en la expresion de p53 y MDM2 estdn
asociadas al desarrollo de un determinado tipo celular, decidimos analizar la presencia
de transcritos de la familia de p53 y MDM2 en cada una de las poblaciones celulares.
Para ello utilizamos datos de secuenciacién de célula Unica del epitelio respiratorio de
raton?®®. Ademads, analizamos mediante inmunofluorescencia la localizacidn de estas
proteinas a lo largo del proceso de diferenciacién, combinandolas con el marcaje

especifico para células basales (p63) y multiciliadas (FOXJ1).
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Figura RII.8: Analisis de la expresion de p53 y MDM2 en los distintos tipos celulares que componen el epitelio
respiratorio. a, representacion dot blot de los niveles de ARN mensajero de Trp73, Trp63, Trp53 y Mdm2 en los tipos
celulares mayoritarios del epitelio respiratorio, obtenidos mediante secuenciacidén de célula unica. b, Imagenes de
microscopia confocal de las inmunofluorescencias para p53 en combinacion con p63 a lo largo de la diferenciacion.
Las puntas de flecha en b indican células que expresan p53 pero no p63. ¢, Imagenes de microscopia confocal de las
inmunofluorescencias de MDM2 en combinacién con FOXJ1 a lo largo de la diferenciacidn. Las barras de escalaen b
y c representan 20pm.

Los resultados obtenidos tras el analisis de los datos de secuenciacion de célula

Unica mostraron una elevada presencia de transcritos para Mdm2 en células



multiciliadas (Figura RII.8 a), mientras que el gen Trp53 se expresa de forma homogénea
en todos los tipos celulares. En cuanto a Trp63, como cabria esperar, se encuentra muy
enriquecido en células basales, al igual que ocurre con la proteina p73 en células

multiciliadas.

En el panel b de la figura RIl.8 se muestra un ejemplo del andlisis de
inmunofluorescencia de p53 a lo largo de la diferenciacién. Como podemos observar al
inicio de la diferenciaciéon (ALl 0), p53 se expresa en la mayor parte de las células
positivas para p63, mientras que a medida que el proceso avanza, encontramos células
gue expresan p53 pero no p63, indicadas con puntas de flecha en la figura RII.8. En ALI
14, ninguna de las células positivas para p53 eran p63* (Figura RIl.8 b). En cuanto a
MDM?2, detectamos una expresion ubicua en ALl 0, que desaparece en ALl 4, etapa en
la que empiezan a aparecer células positivas para el marcador de células multiciliadas
FOXJ1 (Figura RIL.8 c). A medida que la diferenciacién avanza, la sefial de MDM2 se
localiza en las células positivas para FOXJ1, encontrando en ALI14 que todas las células

positivas para MDM2 son multiciliadas.

El descenso generalizado en la expresidon de MDM2 al inicio de la diferenciacién
obtenido mediante inmunofluorescencia se corresponde con los resultados del western
blot mostrados en la figura RIl.7. El enriqguecimiento de esta proteina en las células
multiciliadas a medida que avanza el proceso de diferenciacidon, comprobado mediante
secuenciacion de célula Unica e inmunofluorescencia, podria indicar que MDM2 juega

un papel importante el desarrollo de las células multiciliadas.

La expresion de otras E3-Ubiquitina ligasa no se ve enriquecida en las distintas

poblaciones celulares

Como ya hemos mencionado, los niveles de la proteina p53 estan
fundamentalmente regulados por ubiquitinacion'’°. En este proceso, ademas de MDM2,
participan otras ubiquitina ligasas entre las que encontramos a Pirh2, Cop1, Chip o
Rnf61&, Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para MDMZ2, decidimos analizar la
expresion del resto de ubiquitina ligasas que han demostrado estar implicadas en la
regulacion de p53. Para ello, analizamos la dindmica de expresidon durante la

diferenciacién de nuestros cultivos in vitro mediante gPCR. Ademas, también utilizamos

113



114

los datos de secuenciacion de célula Unica empleados en el apartado anterior, con el fin
de identificar si alguna de estas ubiquitina ligasas se veia enriquecida en una

determinada poblacidn celular.
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Figura RIL.9: Niveles de expresion de las ubiquitina ligasas de p53 durante el proceso de diferenciacién celular. a-g,
niveles de ARN mensajero analizados mediante qPCR. Se utilizd la expresion de Eifla para normalizar los niveles de
expresion, n=6. h, representacién dot blot de los niveles de ARN mensajero de las ubiquitina ligasas de p53 en los
tipos celulares mayoritarios que componen el epitelio respiratorio de ratdn, obtenidos mediante secuenciacion de
célula unica. Las columnas en a-g representan la media y las barras de error representan la desviacion estandar para
cada condicién. Las cuantificaciones se hicieron relativas a ALl 0.

Como se muestra en la figura RIL9, los niveles de expresién de las E3-Ubiquitina
ligasas analizadas no se ven notablemente alterados durante la diferenciacion, a
excepcion de Rnf6 y Pirh2 que, como en el caso de Mdm2, disminuyen los niveles de
ARNm de al inicio del proceso de diferenciacion, manteniéndose después estables
(Figura RII.9 d, g). El analisis de secuenciacion de célula Unica que se muestra en el panel

h de la figura RII.8 reveld que todas las ubiquitina ligasas estudiadas presentan niveles

de expresidn homogéneos en las distintas poblaciones celulares.

En base a los trabajos previos que describen a MDM2 como la principal
moduladora de los niveles de p5318% 181 vy 3 |os resultados obtenidos en el anélisis del
resto de ubiquitina ligasas, decidimos centrarnos en el papel de MDM2 y su interaccidn

con p53 en el desarrollo y la homeostasis del epitelio respiratorio.



La modulacion de los niveles de p53 y MDM2 afecta a la diferenciacion de las células

basales de las vias respiratorias
1. Silenciamiento de p53

Con el fin de estudiar el papel de p53 en la diferenciacién de las células que
componen el epitelio de las vias respiratorias, comenzamos silenciando la expresidn de
esta proteina en cultivos primarios indiferenciados. Mediante transduccion lentiviral,
generamos cultivos que contenian secuencias de ARN de interferencia (Short Hairpin
RNA) para p53 (sh-p53), y utilizamos como control el ARN de interferencia frente a la
proteina Luciferasa (Luc). Empleamos tres secuencias distintas para el silenciamiento de
p53, que infectamos de forma combinada para maximizar asi el efecto del knock down.
Para monitorizar la eficiencia de la infeccion, los vectores lentivirales utilizados
contenian la secuencia codificante para la proteina roja fluorescente mCherry. Tras la
transduccion y la seleccion de las células progenitoras, analizamos los niveles de
expresion de p53 mediante western blot y qPCR. Ademads, para comprobar si el
silenciamiento de p53 se mantiene durante todo el proceso de diferenciacién,
analizamos mediante qPCR los niveles de esta proteina al final de este proceso, en ALl
14. Por ultimo, realizamos una inmunofluorescencia para la proteina reportera mCherry,

cuya expresién nos indica la integracién estable de la construccién.

Como podemos observar en el panel a de la figura RII.10, los niveles de expresion
de p53 se ven notablemente reducidos en las células con ARN de interferencia para esta
proteina, cuando se compararon con el control frente a Luciferasa. La cuantificacién de
este western blot reflejo una disminucidon de mas del 80% de la expresién 96h después
de la transduccién (Figura RI1.10 b). El andlisis de transcritos realizado mediante qPCR
también mostré un notable descenso del ARN mensajero de p53 una vez finalizado el
proceso de diferenciacién (Figura RIl.10 c). Ademas, mediante la inmunofluorescencia
para la proteina mCherry comprobamos que la gran mayoria de las células habian
incorporado la secuencia lentiviral, y seguian expresando mCherry tras el proceso de

diferenciacién (Figura RII.10 d, e). Estos resultados demuestran que las secuencias de
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ARN de interferencia utilizadas provocan un descenso significativo de p53, y que este

descenso se mantiene a lo largo de la diferenciacion.
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Figura RII.10: Expresion de p53 tras el silenciamiento mediante ARN de interferencia. a, Imagenes de western blot
de las proteinas p53, mCherry y Vinculina obtenidas 96h, 120h y 144h después de la transduccion lentiviral con
secuencias de ARN de interferencia frente a p53 y Luciferasa (control). b, cuantificacidon del wstern blot 96h después
de la infeccidn. Se utilizé vinculina como control de carga. c, niveles de ARN mensajero analizados mediante gPCR. Se
utilizé la expresion de Eifla para normalizar los niveles de expresién n=6. En los paneles inferiores se muestran las
imdgenes de fluorescencia para mCherry y DAPI (nucleos) de células diferenciadas con el ARN de interferencia para
Luciferasa (d) y para p53 (e). Las columnas en b y c representan la media, y las barras de error representan la desviacion
estandar para cada condicién. La barra de escala en d y e representa 40um.

Una vez validada la estrategia de silenciamiento de p53, decidimos analizar si la
disminucion de la expresion de esta proteina afecta al proceso de diferenciacion de las
células basales de las vias respiratorias. Para ello, analizamos mediante qPCR los niveles
de transcritos de los distintos marcadores poblacionales tras la diferenciacion de células
infectadas con ARN de interferencia frente a p53 en comparacién con nuestro control.
Ademas, realizamos marcajes de inmunofluorescencia para cuantificar la abundancia

relativa de cada uno de los tipos celulares tras la diferenciacién.
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Figura RIl.11: Abundancia relativa de las poblaciones celulares del epitelio respiratorio en cultivos silenciados para
p53. a-c, niveles de ARN mensajero analizados mediante qPCR. Se analizaron los marcadores Krt5 para células basales
(a), Foxj1, Mcidas, Wrd19 e Ift81 para células multiciliadas (b), y Scgblaly Scgb3a2 para células secretoras (c). Se utilizd
la expresidon de Eifla para normalizar los niveles de expresion, n=6. d, Imdgenes de inmunofluorescencia de los
marcadores para células basales (p63), multiciliadas (FOXJ1) y secretoras (SCGB1A1l) en cultivos diferenciados
silenciados para Luciferasa (control) y p53. e, cuantificacién de la abundancia relativa de células basales, multiciliadas y
secretoras en imagenes de microscopia confocal. Las columnas en a-c y e representan la media, y las barras de error
representan la desviacidén estandar para cada condicidn. Las cuantificaciones se hicieron relativas a las condiciones
control (sh-Luciferasa, Luc). La barra de escala en d representa 20um.

Los resultados del analisis de transcritos por gPCR se muestran en los paneles
superiores de la figura RIl.11. Como podemos observar en el panel a, el analisis de Krt5
no mostro diferencias significativas en la poblacién de células basales. Este resultado se
confirmé mediante la cuantificacién de las imagenes de inmunofluorescencia de células
positivas para p63 (Figura RIl.11 d, e). En lo relativo a las células multiciliadas, el
silenciamiento de p53 provocd un claro incremento en los marcadores analizados
(Figura RIl.11 b). Se observd un incremento en los factores de transcripcion Foxjl y
Mcidas, que se expresan de forma temprana en la diferenciacion de células
multiciliadas. Ademas, el andlisis de transcritos de proteinas estructurales del cilio como
WRD19 e IFT81, que se expresan en las Ultimas etapas de la diferenciacion, también
mostré un incremento en condiciones de silenciamiento de p53. La cuantificacién de las
inmunofluorescencias de FOXJ1 confirmd este incremento de células multiciliadas en las
células sh-p53 (Figura RIl.11 d, e). Por ultimo, el andlisis de las células secretoras

mediante gPCR para Scgblaly Scgb3a2, que se muestra en el panel c de la figura RII.10,

117



118

no revelé cambios significativos en esta poblacidn celular, algo que si se observé en la
cuantificacion de las imagenes de inmunofluorescencia, cuyos resultados mostraron un

leve descenso en la abundancia relativa de esta poblacién (Figura RIl.11 d, e).

Los resultados obtenidos en este apartado sugieren que p53 juega un importante
papel en el mantenimiento del balance de las poblaciones celulares que componen las
vias respiratorias. Concretamente, p53 actuaria reprimiendo la diferenciacién de células

basales hacia células multiciliadas.
2. Silenciamiento de MDM2

Una vez comprobado que el silenciamiento de p53 afecta al balance de las
poblaciones celulares, provocando un incremento en el nUmero de células multiciliadas,
decidimos estudiar si su regulacién por la ubiquitina ligasa MDM2 esta también
implicada en este proceso. Para abordar esta cuestidn, utilizamos la misma
aproximacion que en el caso de p53, desarrollando vectores lentivirales que contenian
secuencias de ARN de interferencia para Mdm2, promoviendo asi su silenciamiento.
Comenzamos comprobando los niveles de expresion relativa de Mdm2 en comparacién

las células control mediante Western Blot en cultivos indiferenciados.

Los resultados de western blot que se muestran en el panel a de la figura RIl.12
revelaron un claro descenso de MDM?2 en células basales 96h y 144h después de la
transduccion del vector lentiviral. A continuacidn, las células progenitoras fueron
diferenciadas vy, tras 14 dias, se comprobaron los niveles de expresion de Mdm2
mediante gPCR, mostrando también un descenso significativo de esta proteina en

cultivos diferenciados (Figura RI1.12 b).
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Figura RI1.12: Efecto del silenciamiento de MDM2 en la abundancia relativa de las poblaciones celulares del epitelio
respiratorio. a, Imagenes de western blot de las proteinas MDM2 y Vinculina obtenidas 96h y 144h después de la
transduccién lentiviral con secuencias de ARN de interferencia frente a MDM2 y Luciferasa (control). b, cuantificacion
del wstern blot de MDM2 96h después de la infeccidn. Se utilizé vinculina como control de carga, n=8. c-f, niveles de
ARN mensajero de los marcadores de células basales (c), multiciliadas (d), clara (e) y caliciformes (f) analizados
mediante qPCR. Se utilizé la expresion de Eifla para normalizar los niveles de expresidon n=8. Las columnas en b-f
representan la media, y las barras de error representan la desviacion estandar para cada condicién.

Tras verificar el silenciamiento de MDM2 en las células diferenciadas,
procedimos a analizar los marcadores de las distintas poblaciones celulares del epitelio
respiratorio. En esta ocasién, como observamos en el panel d de la figura RI.12,
encontramos un claro descenso en la poblacion de células multiciliadas en las células sh-
MDM2. En lo relativo a las células secretoras, las poblaciones de células club y
caliciformes se vieron afectadas por el silenciamiento de MDM2, reduciéndose
significativamente los niveles de expresidon de Scgblal y Spdef (Figura RI.12 e, f). Por

ultimo, las células basales no se vieron afectadas de forma significativa (Figura RI1.12 c).

Puesto que MDM2 promueve la degradacién de p53, el descenso de células
multiciliadas obtenido en este experimento se correlacionan con los resultados
obtenidos en el silenciamiento de p53. Estos resultados sugieren que la degradacidon de
p53 mediada por MDM2 podria ser clave en la diferenciacion de las células multiciliadas.
Ademas, MDM2 también podria desempenar un papel relevante en la diferenciacién de

las células secretoras en el epitelio de las vias respiratorias.
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3. Sobreexpresion de p53 WT y p53 R175H

Ademas de la regulacion de los niveles de p53 mediada por las ubiquitina ligasas,
la actividad transcripcional de p53 puede verse afectada por mutaciones en la secuencia
del gen Trp53, concretamente, en su dominio de unidon a ADN®2, En base a esto, nos
preguntamos si p53 ejerce su funcién en el desarrollo de las células que componen el
epitelio respiratorio a través de su actividad transcripcional. Para resolver esta cuestién,
decidimos sobreexpresar p53 en células progenitoras mediante transduccién lentiviral.
Ademas, de forma paralela sobreexpresamos una forma mutada de p53 (p53 R175H),
cuya capacidad de generar respuesta transcripcional se encuentra alterada®®. Ambas
construcciones contenian una etiqueta para su deteccion por inmunomarcaje o western
blot denominada V5, que utilizamos para confirmar su expresién (Figura RIl.13 a). Una
vez confirmada la presencia de las construcciones V5-p53 WT y V5-p53 R175H en las
células en expansién, éstas fueron diferenciadas para comprobar los niveles de

expresion de los distintos marcadores de poblaciones celulares del epitelio respiratorio.
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Figura RII.13: Analisis de la sobreexpresion de p53 WTy p53 R175H en las poblaciones celulares del epitelio
respiratorio. a, Imagenes de western blot de la etiqueta V5 para detectar las construcciones V5-p53 WTy V5-
p53 R175H en cultivos celulares en expansidn. Se utilizé vinculina como control de carga. b-e, niveles de ARN
mensajero de los marcadores de células basales (b), multiciliadas (c), clara (d) y caliciformes (e) analizados
mediante gPCR. Se utilizé la expresién de Eifla para normalizar los niveles de expresidn n=6. Las columnas en
b-e representan la media, y las barras de error representan la desviacidn estandar para cada condicion.



Tras los 14 dias de diferenciacion, se comprobé mediante gqPCR que la
sobreexpresion de p53 WT provocé la disminucion de los niveles de células multiciliadas
(Foxj1, Figura RII.13 c), y células club (Scgblal, Figura RIl.13 d). Por el contrario, las
células caliciformes y basales no se vieron afectadas en los cultivos que sobreexpresaban
p53 WT (Figura RII.13 b, e). Los resultados obtenidos en los cultivos que expresaban la
construccion p53 R175H, en cambio, no mostraron diferencias significativas en la
composicion del del epitelio pseudoestratificado cuando se analizaron los marcadores

mediante qPCR (Figura RIl.13 b-e).

Como esperabamos, el fenotipo provocado por la sobreexpresién de p53 fue
similar al del silenciamiento de MDM2 (excepto en el caso del marcador de células
caliciformes Spdef). Ademas, el resultado obtenido en las células que expresaban la
forma mutada p53 R175H indica que p53 regula el balance de las poblaciones en la

diferenciacién del epitelio respiratorio a través de su funcidn transcripcional.

En base a estos datos, que indican una importante actividad transcripcional de
p53 en las primeras etapas de la diferenciacién, cabria esperar que los niveles de
expresion de las dianas transcripcionales de p53 se viesen modificados en este proceso.
Teniendo en cuenta los resultados de un metaestudio que identific6 mas de 350 dianas
transcripcionales de p53'84, decimos analizar la expresién de estos genes a lo largo del
proceso de diferenciacidon en nuestro sistema de cultivo. Para ello utilizamos los datos
de secuenciacién masiva de transcritos que fueron obtenidos al inicio de este proyecto,

y comprobamos los niveles de expresién de las dianas publicadas en el metaestudio.
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Figura RIl.14: Niveles de expresion de las dianas transcripcionales de p53 durante la diferenciacion in vitro del epitelio
respiratorio. Representacion en forma de mapa de calor de la expresion de las dianas transcripcionales de p53 que duplican
o reducen a la mitad su expresion entre ALI 0 y ALl 7. Los datos de expresidn génica se normalizaron usando su expresion
promedio.
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Este andlisis reveld que alrededor del 15% de las dianas estudiadas doblaban o
reducian a la mitad sus niveles de expresion. En la figura RIl.14 se representan los genes
cuya expresion se vio incrementada a el doble o reducida a la mitad entre los dias Oy 7

de diferenciacion.

Los resultados obtenidos hasta el momento revelaron un enriquecimiento de
MDM?2 en las células multiciliadas a lo largo de la diferenciacion celular, y un claro
incremento de esta poblacién en condiciones de silenciamiento de p53. Ademas, la
sobreexpresiéon de p53 y el silenciamiento de MDM2 provocé un descenso significativo
de la poblacién de células multiciliadas en el cultivo in vitro del epitelio respiratorio. En
su conjunto, todos estos resultados indican que para la correcta diferenciacion de las
células multiciliadas es necesaria una disminucién de los niveles de p53, que estaria
mediada por la ubiquitina ligasa MDMZ2. En base a estos hallazgos, nuestra hipotesis es
que la interacciéon entre MDM2 y p53 juega un papel clave en el mantenimiento de la
homeostasis y la diferenciacion de las poblaciones celulares, especialmente de las
células multiciliadas. Para profundizar en los mecanismos moleculares regulados por la
interaccion entre ambas proteinas, en los siguientes experimentos modulamos
farmacoldgicamente dicha interaccion, y analizamos su implicacion en la diferenciacién

de las células progenitoras.
MDM2 regula los niveles de p53 durante la diferenciacion

Para estudiar la regulacién que MDM2 ejerce sobre p53, y su implicacién en la
diferenciacién de las células progenitoras, utilizamos dos inhibidores que bloquean la
interaccion MDM2/p53, y cuyo mecanismo molecular estd ampliamente definido:
Nutlin3a y AMG23218> 186 Ambos inhibidores son moléculas pequefias y altamente
selectivas que bloquean el sitio de unién para p53 en MDM2, impidiendo la

ubiquitinacion y estabilizando p53.

Comenzamos comprobando si el bloqueo de la interaccion MDM2/p53 afecta a
los niveles de p53 y MDM2 en nuestros cultivos primarios diferenciados. Para ello,
realizamos un tratamiento con Nutlin3a durante todo el proceso de diferenciacion,

analizando después los niveles de p53 y MDM2 mediante western blot. Este tratamiento



se llevd a cabo también en cultivos silenciados para p53, con el fin de analizar si la

inhibicién de MDM?2 era suficiente para reestablecer los niveles de p53 en estas células.
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Figura RII.15: Niveles de expresion de p53 y MDM2 tras el tras el tratamiento con Nutlin3a durante la
diferenciacion in vitro del epitelio respiratorio. a, Imagenes de western blot de las proteinas p53, MDM2 y Vinculina
obtenidas tras la diferenciacién en presencia de Nutlin3a o DMSO en cultivos control (Luc) o silenciados para p53.
b, ¢, cuantificacion de los wstern blots. Se utilizé vinculina como control de carga, n=8. Las columnas en by c
representan la media, y las barras de error representan la desviacién estandar para cada condicidn. Las
cuantificaciones se hicieron relativas al cultivo control (Luc) tratado con DMSO.

Taly como se observa en el panel a de la figura RII.15, el tratamiento con Nutlin3a
incrementd notablemente los niveles de p53 en las células control (Luc Nutlin3a),
cuando se compararon con las células no tratadas (Luc DMSO). Este resultado también
lo observamos en las células defectivas para p53, cuyos niveles se incrementaron
superando incluso los de las células control no tratadas. En la cuantificacién de los
western blots que se muestra en el panel b de la figura RII.15 se puede observar el nivel
de significancia de las distintas condiciones experimentales. En cuanto a MDM?2, el
silenciamiento de p53 provocd un aumento significativo en los niveles de esta proteina
(Figura RII.15 a, c), efecto que se vio incrementado en el tratamiento con Nutlin3a. Estos
resultados nos indican que, en general, el tratamiento con el inhibidor de MDM2

Nutlin3a provocd un incremento significativo de los niveles de p53.

Ademas de analizar los niveles de p53 y MDM2 mediante western blot tras el
tratamiento con Nutlin3a, decidimos comprobar si el bloqueo de la interaccion

MDM2/p53 altera la expresion de los miembros de la familia de p53.
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Figura RII.16: Analisis de la expresion de los miembros de la familia de p53 tras el tratamiento con Nutlin3a. 3,
Imagenes de western blot de las proteinas p63 y Vinculina obtenidas de cultivos diferenciados in vitro y tratados con
Nutlin3a y DMSO (control). Se utilizé vinculina como control de carga. b, cuantificacion de los western blots de p63,
n=6. c-e niveles de ARN mensajero de los miembros de la familia de p53: Trp53 (c), Trp63 (d) y Trp73 (e) analizados
mediante qPCR. Se utilizé la expresidn de Eifla para normalizar los niveles de expresidén n=6. Las cuantificaciones se
hicieron relativas al cultivo control (Luc) tratado con DMSO. Las columnas en b-e representan la media, y las barras
de error representan la desviacion estandar para cada condicion.

Tras analizar y cuantificar los niveles de proteinas de p63, no encontramos
diferencias significativas entre las células tratadas con Nutlin3a (Figura RII.16 a, b). Los
resultados para Trp63, en cambio, si mostraron un descenso significativo de la expresién
en células tratadas con AMG232, ademas, el silenciamiento de p53 provocd un
incremento en los niveles de Trp63 en todos tratamientos, como se observa en el panel
d delafigura RIl.16. En el caso de Trp53, el tratamiento con Nutlin3ay AMG232 no alterd
de forma significativa los niveles de ARNm (Figura RII.16 c). Este resultado confirmaria
gue el aumento de p53 observado en el western blot en las células tratadas con Nutlin3a
(Figura RII.15 a) se debe al incremento en la estabilidad de p53 tras la inhibicién de
MDM?2. Por ultimo, los niveles de ARNm de Trp73 se vieron reducidos tras el tratamiento
con Nutlin3a y AMG232 (Figura RIl.16 e). Cabe destacar que los niveles de Trp73 fueron

superiores en las muestras con ARN de interferencia frente a p53 en todos los casos.



Este aumento de Trp73, que como hemos abordado en la introduccion media la
diferenciacién de las células multiciliadas, se corresponde con el incremento de esta

poblacién celular que ya observamos en el andlisis de marcadores RIl.11.

Estos resultados refuerzan la idea de que la regulacién que MDM?2 ejerce sobre
p53 altera los patrones de expresién de las células epiteliales del sistema respiratorio,
lo que podria afectar a la distribucion de las distintas poblaciones celulares que

componen dicho epitelio.

La regulacion de MDM2 sobre p53 promueve la diferenciacién celular en el sistema

respiratorio murino

Tras confirmar que el tratamiento con los inhibidores de MDM2 incrementa los
niveles de p53 en nuestro sistema de cultivo, comprobamos si este incremento es
suficiente para modificar el balance de poblaciones celulares en el epitelio respiratorio.
Para estudiar el efecto de la inhibicion de la interaccion MDM2/p53 comenzamos
analizando mediante qPCR los marcadores especificos de poblaciones en cultivos
tratados con Nutlin3a y AMG232 durante el proceso de diferenciacion. Utilizamos Krt5
para células basales, Foxj1 como marcador de células multiciliadas, Scgblal para marcar

células Clara y el gen Spdef para las células caliciformes o Goblet cells.
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Figura RII.17: Analisis de los marcadores de poblaciones celulares del epitelio respiratorio tras la inhibicion de
MDM2. a-d, niveles de ARN mensajero analizados mediante qPCR. Se analizaron los marcadores Krt5 para células
basales (a), Foxj1, para células multiciliadas (b), Scgblal para células clara (c) y Spdef para células caliciformes (d).
Se utilizé la expresidn de Eifla para normalizar los niveles de expresion, n=12. Las columnas representan la media, y
las barras de error representan la desviacion estandar para cada condicion. Las cuantificaciones se hicieron relativas
a las condiciones control (Luc DMSO).

Como se observa en el panel a de la figura RII.17, la inhibicién de MDM2 no alterd
de forma significativa la abundancia relativa de células basales, atendiendo al marcador
Krt5. Como hemos descrito anteriormente, el silenciamiento de p53 incrementa la
abundancia de células multiciliadas, lo que podemos comprobar en el andlisis de ARNm
de Foxj1 (Figura RII.17 b). El tratamiento con Nutlin3a y AMG232, en cambio, provoco
un notable descenso en la poblacion de células multiciliadas, tanto en el control (Luc)
como en las células silenciadas para p53. Los cultivos tratados con Nutlin3a y AMG232
también mostraron un drastico descenso en la poblacidon de células secretoras, tanto en
condiciones de silenciamiento de p53 como en condiciones silvestres (FiguraRIl.17 c, d).
Este efecto fue mas acusado en el caso de la subpoblacién de células Clara (Figura RII.17
c), mientras que, al analizar las células caliciformes, comprobamos que el silenciamiento

de p53 revirtié el descenso de esta poblacion en los cultivos tratados con Nutlin3a

(Figura RI1.17 d).



Estos resultados, obtenidos mediante qPCR tras el tratamiento con Nutlin3a y
AMG232 durante el proceso de diferenciacién, fueron ademds confirmados mediante
inmunofluorescencia en nuestros cultivos primarios diferenciados. Para ello empleamos
anticuerpos frente a p63 para marcar células basales, FOXJ1 para células multiciliadas y

SCGB1A1 y MUC5A/C como marcador de células secretoras.
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Figura RI1.18: Analisis de inmunofluorescencia de las poblaciones celulares del epitelio respiratorio tras la inhibicion
de MDM2. Imagenes de microscopia confocal de los marcadores para células basales (p63), multiciliadas (FOXJ1),
secretoras (SCGB1A1) y caliciformes (MUC5A/C) en cultivos diferenciados en presencia de DMSO, Nutlin3ay AMG232.
Las barras de escala representan 20um.

Los resultados que se muestran en la figura RIl.18 se correlacionan con los
obtenidos mediante qPCR, confirmando un acusado descenso en las poblaciones de
células multiciliadas y secretoras en los cultivos tratados con Nutlin3a y AMG232. En el
caso del marcador MUC5A/C, los bajos niveles en los cultivos no tratadas dificultan la
interpretacion del efecto de los inhibidores. En el caso de las células basales, y a
diferencia de los resultados obtenidos por gPCR, las imagenes de inmunofluorescencia
si mostraron una aparente reduccién en la abundancia relativa de esta poblacidn,
atendiendo a las células marcadas con p63 en los cultivos tratados con Nutlin3a y

AMG232.
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En suma, estos resultados sugieren que la regulacién que la ubiquitina ligasa
MDM?2 ejerce sobre p53, promoviendo su degradacion, es imprescindible para la
correcta diferenciacion de las células basales en células secretoras y multiciliadas. De
esta forma, el bloqueo farmacolégico de la interaccion entre ambas proteinas provoca
un acusado descenso en la proporcién de células diferenciadas, efecto similar al que

observamos en el caso del silenciamiento de MDM?2 mostrado anteriormente.
p53 bloquea la diferenciacion de las células multiciliadas

Como hemos descrito en la introduccion, estudios previos de seguimiento de
linajes celulares a partir de cultivos de trdquea de ratdn mostraron que las células
basales Krt5* se pueden diferenciar inicialmente en células secretoras (concretamente
en células Clara), y que éstas a su vez actlian como progenitoras de células multiciliadas,
en una lenta transicidon que comprende cambios en los patrones de expresion génica, en
los que la ruta de Notch juega un papel central'?°. Se ha demostrado también que las
células basales mantienen, a través de la continua secrecién de ligandos de la ruta de
Notch, el balance entre ambas poblaciones celulares. Concretamente, las células basales
presentan altos niveles de expresidn y secrecién del ligando Jag 2, mientras que las
células secretoras contienen en su membrana una gran cantidad de receptores Notch 1
y Notch 2125, Esta regulacion puede ser modulada mediante la inhibicién farmacolégica
de la ruta, utilizando inhibidores como DAPT, que promueven la diferenciacién de las

células multiciliadas®’.

Con el fin de comprobar si el bloqueo de la regulacién que MDM2 ejerce sobre
p53 es suficiente para revertir el incremento de células multiciliadas que se produce tras
el tratamiento con DAPT, combinamos en un experimento el tratamiento con este
inhibidor de la ruta de Notch y los inhibidores de MDM2. Las células fueron tratadas
durante todo el proceso de diferenciacion, y una vez finalizado, se analizaron por qPCR

los marcadores de las distintas poblaciones celulares.
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Figura RI1.19: Andlisis de las poblaciones celulares del epitelio respiratorio tras el tratamiento con DAPT
y AMG232. a-c, niveles de ARN mensajero analizados mediante gPCR. Se analizaron los marcadores Krt5
para células basales (a), Foxj1, para células multiciliadas (b) y Scgblal para células secretoras. Se utilizd
la expresion de Eifla para normalizar los niveles de expresion, n=8. Las columnas representan la media,
y las barras de error representan la desviacién estandar para cada condicién. Las cuantificaciones se
hicieron relativas a las condiciones control (DMSO).

En la figura RI.19 podemos observar que, como se ha descrito anteriormente, el
tratamiento con DAPT bloqued la diferenciacién de células secretoras (Figura RIl.19 c),
incrementando significativamente la poblacién de células multiciliadas (Figura RII.19 b).
Los cultivos tratados con DAPT también presentaron mayores niveles del marcador de
células basales Krt5 (Figura RIl.19 a). En el tratamiento combinado de DAPT con
AMG232, como cabria esperar, se mantuvo el descenso en la poblacién de células
secretoras, sin embargo, este descenso no se vio acompanado de un incremento en la
poblacién de células multiciliadas, conservdndose el fenotipo observado para el

tratamiento con AMG232 (Figura RII.19 b).

Los resultados obtenidos en este experimento confirmaron que la inhibicion de
MDM?2, que provoca un incremento en los niveles de p53, es suficiente para bloquear

directamente la diferenciacion de células basales y secretoras en células multiciliadas.
El tratamiento con AMG 232 y Nutlin3a provoca defectos en la formacion de los cilios

Pese a que los datos obtenidos mediante gPCR tras el tratamiento con AMG232
y Nutlin3a reflejan valores muy bajos en la expresion de Foxj1, los resultados obtenidos
en el marcaje de inmunofluorescencia nos indicaron la presencia, aunque en baja

proporcién, de células multiciliadas en los cultivos tratados (Figura RII.18).
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En base a estos resultados, decidimos estudiar si los cilios de las células
multiciliadas que consiguen diferenciarse en presencia de los inhibidores de MDM2 se
encontraban afectados morfolégica o funcionalmente. Para ello, analizamos su
morfologia mediante marcaje de inmunofluorescencia para Tubulina acetilada,
componente estructural del axonema del cilio, ademas de adquirir imagenes de
microscopia electronica de barrido (Scanning Electron microscopy, SEM). Ademas,
analizamos la funcionalidad de los cilios midiendo la frecuencia de batido de éstos, lo
que se conoce como cilia beating, empleando para ello un software especifico

desarrollado en nuestro laboratorio.

@ Iubulina-Acetiada P SEM 5.000% SEM 20.000X ¢ .
V' N %20 p=0.0017
& ;N 3 e
® o [ “
S 3 o i
8 s | =% = I
a ]
'B Aana -
T
i 3
S e
N “ 0 . : -
O 0 9 2
E 3 N Q\C’ S
©
[32]
S
]
>

Figura RI1.20: Analisis de la morfologia y funcionalidad de los cilios en células diferenciadas en presencia de los
inhibidores de MDM2. a, Imagenes de microscopia confocal para el marcaje de tubulina acetilada en células
diferenciadas en presencia de DMSO (control), AMG232 y Nutlin3a. b, Imagenes de microscopia electrénica de barrido
(SEM) para el analisis de la morfologia de los cilios. ¢, Cuantificacidn de la frecuencia de batidos por segundo de los cilios
en células tratadas con DMSO, AMG232 y Nutlin3a n=30-50. Las barras de escala en a representan 20um, en la columna
izquierda del panel b (5.000X) 15um y en la columna derecha (20.000X) representan 5um.

El marcaje con tubulina acetilada que se observa en el panel a de la figura RI1.20
reveld una aparente disminucién en el tamafio de los cilios tras el tratamiento con
AMG232 y Nutlin3a durante el proceso de diferenciacion cuando se compararon con las
células tratadas con DMSO. Las imdgenes de microscopia electrdnica de barrido de estas

células nos permitieron profundizar mas en esta diferencia, encontrando cilios mas



cortos en los cultivos tratados con Nutlin3a y AMG232, como se observa en el panel b
de la figura RIl.20. Tras analizar la frecuencia de batido de los cilios en las células tratadas
con AMG232 encontramos una leve disminucidn de 1,6 batidas por segundo, diferencia
que, sorprendentemente, no existia en las células tratadas con Nutlin3a en comparacion

con DMSO (Figura RII.20 c).

Los resultados obtenidos en este experimento demostraron que, pese a que
algunas células consiguen diferenciarse en presencia de los inhibidores de MDM2, la
interaccion MDM2/p53 es esencial para el correcto desarrollo y funcionalidad de los

cilios en las células epiteliales del sistema respiratorio.

La modulacion de los niveles de p53 afecta a la densidad celular, pero no altera la

integridad del epitelio respiratorio

Tras analizar detalladamente las imagenes de fluorescencia obtenidas de los
marcajes de p63 y FOXJ1 en los cultivos tratados con AMG232 y Nutlin3a que se
muestran en la figura RII.17, observamos que los nucleos de estas células eran de mayor
tamafio que los del control (DMSO). Ademas, este mismo fenotipo fue previamente
descrito en células de ratones con una copia extra de p53'72, lo que podria indicar que
los niveles de p53 modulan la densidad celular en el epitelio respiratorio. Para confirmar
esta observacién, cuantificamos el tamafno de los nucleos y el nimero de células por

campo, para asi compararlos con los de las células no tratadas.

En el marcaje de los nucleos (DAPI) que se muestra en el panel a de la figura
RII.21, podemos observar que las células tratadas con AMG232 y Nutlin3a presentan
nucleos de mayor tamano. La cuantificacidon a partir de las imagenes obtenidas nos
confirmé esta observacion, revelando que los nucleos de las células tratadas tenian un
tamafio mayor, y los campos cuantificados contenian menos células cuando fueron
comparadas con la condicién DMSO (Figura RIl.21 b, c). El mismo analisis realizado en
cultivos de células silenciadas para p53 no mostrd diferencias significativas en la

densidad ni el tamafio de los nucleos (Figura RIl.21 a-c).
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Figura RIl.21: Andlisis de la densidad celular y la integridad epitelial en cultivos tratados con AMG232 y Nutlin3a. a,
Imdagenes de microscopia confocal para el marcaje de los nucleos (DAPI) en células diferenciadas en presencia de DMSO
(control), AMG232 y Nutlin3a. b, Cuantificacion del nimero de nucleos por campo analizado en las distintas condiciones
experimentales, n=8. ¢, Cuantificacién del tamafio de los nucleos en células tratadas con DMSO, Nutlin3a y AMG232,
n>200. d, resistencia eléctrica transepitelial (TEER) medida en ALl 14 en cultivos tratados con los inhibidores de MDM?2 y
silenciados para p53. Las columnas en b y d representan la media y las barras de error muestran la desviacion estandar.
Las barras de escala en ay e representan 20um.

Puesto que el epitelio pseudoestratificado que tapiza las vias respiratorias
constituye una de las barreras fundamentales frente a patégenos y particulas inhaladas,
es esencial que las células que lo conforman estan intimamente conectadas a través de
uniones estrechas y desmosomas. Una vez confirmado que la inhibicién de la interaccién
MDM2/p53 reduce a la densidad celular en nuestro sistema de cultivo, nos preguntamos
si esta reduccion comprometia la integridad del epitelio, alterando esta funcién de

barrera.

Para comprobar la integridad de la monocapa celular, disefiamos un
experimento en el que afiadimos biotina soluble no permeable sobre la cara apical de

cultivos vivos diferenciados en condiciones control y tratados con AMG232 y Nutlin3a.
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Esta biotina, que reacciona con los dominios extracelulares de proteinas
transmembrana, puede ser marcada después con estreptavidina fluorescente, de tal
forma que, si las células se disponen en una monocapa confluente y con las uniones
estrechas establecidas, el marcaje con biotina-estreptavidina sera solo detectable en la
cara apical de esta monocapa. En cambio, si la integridad del epitelio
pseudoestratificado se encuentra comprometida, la biotina soluble serd detectada

tanto en la cara apical como en la zona basolateral de las células.

Como se puede comprobar en el panel e de la figura RIl.21, tanto en las células
control (DMSO) como en las células tratadas con AMG232 y Nutlin3a durante el proceso
de diferenciacion, la biotina-estreptavidina es detectada Uunicamente en la cara apical
de las células. Este resultado indica que la integridad del epitelio pseudoestratificado no
se ve comprometida tras el bloqueo de la interaccion MDM2/p53 con los inhibidores

AMG232 y Nutlin3a.

Por ultimo, para profundizar en el estudio de la integridad de la barrera epitelial,
decidimos medir la resistencia eléctrica transepitelial (Transepithelial Electrical
Resistance, TEER) en las mismas condiciones experimentales. Para ello empleamos dos
electrodos, uno colocado en la cdmara inferior del pocillo transwell, y otro en la cdmara
apical o superior, y posteriormente aplicamos una corriente eléctrica para comprobar la
resistencia que ofrece el cultivo. Los resultados de resistencia transepitelial nos
mostraron que las células tratadas con Nutlin3a o silenciadas para p53 no presentaban
diferencias significativas al ser comparadas con las células control, sin embargo, el
tratamiento con AMG232 durante la diferenciacién provocé un incremento muy

pronunciado de los valores de resistencia transepitelial (Figura RI1.21 d).

En su conjunto, los resultados obtenidos en estos experimentos nos confirman
que el bloqueo de la interaccién MDM2/p53 incrementa el tamafio de los nucleos y
reduce la densidad celular del epitelio pseudoestratificado, sin afectar a la integridad de

la barrera epitelial.
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El fenotipo producido por la inhibicién de la interaccion MDM2/p53 se revierte tras la

retirada del farmaco

Una vez caracterizados los efectos de la inhibicién farmacolégica de la
interaccion MDM2/p53, nos preguntamos si el tratamiento con AMG232 y Nutlin3a
provocaba cambios irreversibles en los cultivos del epitelio respiratorio o si, en cambio,

tras la retirada de los farmacos las células concluian el proceso de diferenciacion.

Para resolver esta pregunta, tratamos con AMG232, Nutlin3a o DMSO (control)
cultivos celulares durante los primeros 14 dias de diferenciacién, y posteriormente
retiramos los inhibidores en parte de los cultivos, manteniéndolos en otro grupo de
réplicas experimentales (Figura RIl.22 a). Las células fueron cultivadas durante otros 14
dias, y posteriormente analizamos los marcadores de poblaciones mediante qPCR e
inmunofluorescencia en todas las condiciones experimentales (DMSO durante 28 dias,

Nutlin3a/AMG232 durante 28 dias y Nutlin3a/AMG232 14 dias + DMSO 14 dias).
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Figura RII.22: Estudio de la reversion del fenotipo provocado por la inhibicion de MDMZ2. a, representacidn esquematica
del tratamiento realizado para el andlisis de la reversion del fenotipo. b, c, niveles de ARN mensajero analizados mediante
gPCR de cultivos tratados con DMSO (control), Nutlin3a/AMG232 y Nutlin3a/AMG232-DMSO (14 dias + 14 dias). Se
analizaron los marcadores Krt5 para células basales, Foxj1 para células multiciliadas, y Scgblal para células secretoras. Se
utilizo la expresion de Eifla para normalizar los niveles de expresion, n=8. Las columnas representan la media, y las barras
de error representan la desviacidn estandar para cada condicion. Las cuantificaciones se hicieron relativas a las condiciones
control (DMSO0). d, e, Imagenes de inmunofluorescencia de los marcadores para células basales (p63), multiciliadas (FOXJ1)
y secretoras (SCGB1A1) en las condiciones experimentales indicadas. f, cuantificacion del tamafio de los nucleos a partir de
imagenes de los marcajes con DAPI. g, imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) para el analisis de la
morfologia de los cilios. La barra de escala en d, e representa 20um y en g 15um.

Los resultados obtenidos mediante qPCR que se muestran en los paneles by c
de la figura RII.22 reflejaron una recuperacion completa de los niveles de expresion de
los marcadores de poblaciones multiciliadas (Foxj1) y secretoras (Scgblal) cuando se
retiraron los inhibidores. También se comprobé la recuperacién de valores normales de
células basales (Krt5) en comparacién los cultivos a los que se les mantuvo el
tratamiento tanto con Nutlin3a como con AMG232. Los datos de reversion del fenotipo
analizados por qPCR fueron confirmados mediante los marcajes de
inmunofluorescencia. Estos resultados se muestran en el panel d (Nutlin3a) y e
(AMG232) de la figura RI.22, y reflejaron un incremento en las células FOXJ1+ vy
SCGB1A1+ en las células a las que se les retird el inhibidor en comparaciéon con los

cultivos tratados con Nutlin3a o AMG232 durante 28 dias.

En las imagenes de inmunofluorescencia para p63 se observa que los nucleos de
las células a las que se les retird el inhibidor parecian recuperar el tamafio normal (Figura
RII.22 d), por lo que decidimos cuantificar el tamafio de los nlcleos marcados con DAPI
en nuestras condiciones experimentales. La cuantificacién confirmd la presencia de
nucleos de gran tamafio en los cultivos a los que se les mantuvo el tratamiento con los
inhibidores de MDM2, pero no en aquellos a los que se les retird la droga (Figura RI1.22

f).

Por ultimo, con el fin de determinar si la alteracién morfolégica observada en los
cilios de las células diferenciadas en presencia de AMG232 y Nutlin3a también se
revertia tras eliminar los fdrmacos, adquirimos imagenes de microscopia electrénica de
barrido. En el panel g de la figura RIl.22 podemos comprobar que, tanto en el caso del
tratamiento inicial con AMG232 como con Nutlin3a, la retirada de la droga permitié que
los cilios recuperasen la estructura, longitud y abundancia similares a las células tratadas

con DMSO (control).



En suma, todos los resultados obtenidos en los experimentos de reversion
confirman que los fenotipos provocados por la inhibicidn de la interaccion MDM2/p53
durante el proceso de diferenciacion son reversibles tras la retirada de la droga, y que
las células retienen la capacidad de diferenciarse correctamente cuando MDM2 esta

activo.
La inhibicién de la interaccion MDM2/p53 no afecta a las células una vez diferenciadas

Una vez que confirmamos que el efecto del tratamiento con AMG232 y Nutlin3a
durante la diferenciacion celular se revierte tras la retirada de la droga, nos planteamos
si los fenotipos obtenidos se reproducian cuando tratdbamos células ya diferenciadas.
Para resolver esta cuestion, diferenciamos nuestros cultivos primarios durante 14 dias
en ausencia de inhibidores, y una vez finalizado el proceso de diferenciacion, afladimos
Nutlin3a o DMSO a las células, manteniendo el tratamiento durante otros 14 dias (ALI

28, como se muestra en el esquema de la figura RIl.23 a).

El analisis mediante gPCR de los marcadores de poblaciones celulares no reflejé
diferencias significativas en la abundancia de células basales, secretoras o ciliadas
cuando las células fueron tratadas con Nultlin3a una vez diferenciadas (Figura RIl.23 b).
Al igual que en el experimento anterior, estos hallazgos fueron confirmados mediante
marcajes de inmunofluorescencia de las poblaciones celulares, obteniendo resultados
similares (Figura RIl.23 c). Ademads, las imagenes de microscopia electrénica de barrido
tampoco mostraron alteraciones morfoldgicas en los cilios de las células tratadas con
Nutlin3a una vez diferenciadas (Figura RI1.23 d). Por ultimo, el andlisis del tamafo de los
nucleos si reveld un ligero aumento en el tamano de las células tratadas con Nutlin3a
tras la diferenciacién (p<0.01), mientras que las medidas de resistencia transepitelial no

mostraron cambios tras el tratamiento con este inhibidor (Figura RI1.23 e, f).
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Los resultados de estos experimentos mostraron que, una vez que las
poblaciones celulares que componen el epitelio de las vias respiratorias se diferencian,
la inhibicién de la interaccion entre MDM2 y p53 no provoca efectos significativos en el

balance de estas poblaciones ni en la funcién de barrera del epitelio.

La interaccion MDM2/p53 regula la proliferacion de las células progenitoras de las vias

respiratorias

Mas alla del indiscutible papel de p53 como supresor tumoral, ampliamente
estudiado, este regulador de la transcripcion esta directamente implicado en multitud
de procesos como la progresién del ciclo celular, la apoptosis o la diferenciacién
celulart®, Concretamente, p53 se ha relacionado con la inhibicion de la division de

células progenitoras, promoviendo procesos de diferenciacion celular!,

Con el fin de estudiar la implicaciéon de p53 en el estado proliferativo de las
células basales de las vias respiras, decidimos utilizar cultivos silenciados para p53, asi
como el tratamiento con Nutlin3a para monitorizar el tiempo en el cual un nimero
determinado de células se duplica, pardmetro conocido como doubling time. Para ello,
los cultivos primarios silenciados para p53 y Luciferasa (control), fueron mantenidos en
presencia de Nutlin3a o DMSO durante al menos cuatro semanas, cuantificando el
numero de células colectadas en cada pase. En un experimento paralelo, comprobamos
el doubling time en las células que sobreexpresaban las construcciones de V5-p53 WTy
V5-p53 R157H, empleadas en esta tesis para comprobar el papel transcripcional de p53

en la diferenciacién celular.

El resultado obtenido en el andlisis de doubling time reflejé un incremento en el
tiempo de duplicacién de las células afectadas por el silenciamiento de p53, y un efecto
mas pronunciado en el tratamiento con Nutlin3a, tanto en las células silvestres como en
las defectivas para p53 (Figura RI.24 a). Las células que sobreexpresaban las
construcciones V5-p53 WT y V5-p53 R157H, en cambio, no mostraron diferencias
significativas en el tiempo de duplicacion en comparacion con el control (vector vacio)
(Figura RIl. 24 b). Estos resultados sugieren que la acumulacién de p53 provocada por la
inhibicién de MDM?2 ralentiza la proliferacion celular de las células basales de las vias

respiratorias.
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Figura RIl.24: Analisis del efecto de la inhibicion de MDM2 en la proliferacion de células progenitoras del epitelio
respiratorio. a, cuantificacion del tiempo de duplicacién o doubling time en cultivos control (Luc DMSO) o silenciados
para p53 (sh-p53) y tratados con Nutlin3a o DMSO. b, doubling time en cultivos control (vector vacio), p53 WTy p53
R175H (n=6-14). c, imagenes representativas de organoides cultivados a partir de células control y sh-p53 en los dias 1,
3 y 5 de cultivo, en presencia de Nutlin3a y DMSO. d, cuantificacion del tamafio de los organoides a partir de las
imagenes de microscopia. e, cuantificacion del porcentaje de organoides generados a partir de 500 células, n>50. f,
imagenes representativas de organoides cultivados a partir de células control (vector vacio) y p53 WTy p53 R175H y
cuantificacion de su tamafo (g) y porcentaje (h), n>50. i, cuantificaciéon del tamafio de los organoides obtenidos de
células control (Luc) y sh-MDM2 en el dia 5 de cultivo. j, cuantificacién del porcentaje de organoides generados. k,
cuantificacion del tamafio de los organoides en cultivos tratados con Nutlin3a durante 5 dias y posteriormente DMSO

durante otros 5 dias. N>50. La barra de escala en cy f representa 100pum.

Otra forma de detectar alteraciones en la capacidad proliferativa de las células
es a partir del analisis del tamafo de cultivos 3D denominados organoides, que consisten
en esferas procedentes de una uUnica célula basal. Para realizar estos experimentos,
individualizamos nuestros cultivos de células progenitoras silvestres y silenciadas para
p53, y las hacemos crecer en una matriz extracelular como se detalla en el apartado de
materiales y métodos. Las células fueron cultivadas durante 5 dias en presencia de
Nutlin3a o DMSO como control, y después se tomaron imdagenes de microscopia para
cuantificar el tamafio de los organoides. Las imagenes de los organoides se muestran en
el panel c de la figura RIl.24. Este experimento también se llevd a cabo para las células
gue contenian las construcciones V5-p53 WT y V5-p53 R157H (Figura RII.24 f). Ademas,
cuantificamos el numero de organoides generados a partir de las células sembradas en
nuestros cultivos 3D, para comparar asi el porcentaje de organoides generados en las
distintas condiciones experimentales, parametro que también hace referencia a la

capacidad proliferativa de las células basales.

Los resultados obtenidos en las cuantificaciones del tamano de los organoides
siguen la misma tendencia que en el analisis del doubling time. En el panel d de la figura
RIl.24 se muestra que el tamafio de los organoides procedentes de células silenciadas
para p53 es ligeramente inferior al de las células control, una diferencia que se ve
incrementada notablemente cuando las células son tratadas con Nutlin3a. Estos
resultados confirmaron que los niveles de p53 en las células basales regulan la
proliferacion celular, y mas concretamente, que la acumulacién de p53 provocada por
la inhibicion de MDM2 bloquea este estado proliferativo, algo que también observamos
en el porcentaje de organoides generados (Figura RIl.24 e). El analisis de los organoides
gue sobreexpresaban las construcciones V5-p53 WT y V5-p53 R157H tampoco reveld

diferencias significativas en el tamano ni el porcentaje de organoides en el quinto dia de
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cultivo (Figura RII.24 g, h), lo que se corresponde con los resultados del analisis de

doubling time.

Ademas, para confirmar que el fenotipo obtenido en el analisis de los cultivos 3D
tratados con Nutlin3a se corresponde con el de las células silenciadas para MDM2,
generamos organoides a partir de las células transducidas con secuencias ARN de
silenciamiento frente a MDM2, y cuantificamos después el area y el porcentaje de
organoides generados. Como cabria esperar, tanto el tamafio como el niumero de
organoides se vio significativamente afectado en el caso de las células silenciadas para
MDM?2, como se muestra en los paneles iy j de la figura RIl.24. Estos resultados indican
gue MDM2 juega un importante papel en el mantenimiento de la proliferacién celular,
y que su inhibicidn o silenciamiento conduce a un bloqueo de esta autorrenovacion

celular.

Por ultimo, en base a que el fenotipo provocado por la inhibicién de MDM2
durante la diferenciacion celular revierte tras retirar la droga, nos preguntamos si el
efecto provocado en la proliferacién celular es también reversible. Para resolver esta
cuestidn, cultivamos durante 5 dias los organoides en presencia de Nutlin3a y DMSO,
cuantificando el tamafio de ambas condiciones experimentales. Posteriormente, a la
mitad de las muestras tratadas con Nutlin3a se les retird el inhibidor y se cultivaron
durante otros 5 dias, momento en el que volvimos a cuantificar el tamafio de las esferas.
Los resultados obtenidos se muestran en el panel k de la figura RIl.24. En esta
cuantificacién podemos observar que, tras retirar el tratamiento con Nutlin3a, los
organoides contindan su crecimiento, alcanzando incluso el tamafio de los cultivos no
tratados. Estos resultados confirmaron que el fenotipo provocado por la inhibicién

farmacoldgica de la interaccion MDM2/p53 también revierte tras la retirada de la droga.

En su conjunto, los resultados obtenidos en los experimentos de doubling time y
analisis de organoides mostraron que p53 regula la proliferacion de las células basales
de las vias respiratorias. Concretamente, la acumulacion de p53 debida a la inhibicién
de su ubiquitina ligasa MDM?2 provoca un descenso en la proliferacion celular,
aumentando considerablemente el tiempo en el que las células completan un ciclo de

division celular.



La interaccion MDM2/p53 regula el ciclo celular

En base a los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, y puesto que
p53 se ha relacionado con el arresto o detencidn del ciclo celular!®, decidimos evaluar
el estado del ciclo celular en nuestros cultivos de células progenitoras. Para ello, las
células silvestres y silenciadas para p53 fueron cultivadas en presencia de Nutlin3a y
DMSO durante 72h, y posteriormente se evalué mediante citometria de flujo la cantidad
de ADN presente en cada célula, lo que refleja el momento del ciclo celular en el que se
encuentran. Decidimos ademas profundizar en este andlisis del ciclo celular mediante la

comprobacién de los niveles de la proteina Ciclina D1, implicada en la transicién G1/S

del ciclo celular?®°,
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ura RII.25: Analisis del efecto de la inhibicion de MDM2 en el ciclo celular de células progenitoras del epitelio
piratorio. a, andlisis del ciclo celular en células control (Luc) y sh-p53 tratadas con Nutlin3a y DMSO durante 5 dias
lizado mediante citometria de flujo (n>10.000). b, imagenes de western blot de las proteinas Ciclina D1 y GAPDH en las

msimas condiciones experimentales. ¢, cuantificacion de los niveles de proteina Ciclina D1 en los western blots analizados.
GAPDH fue utilizado como control de carga. Las columnas en a y c representan la media, y las barras de error la desviacion
estdndar para cada condicidn. Las cuantificaciones en c se hicieron relativas a las condiciones control (Luc DMSO).

Como se observa en el panel a de la figura RII.25, los resultados de citometria de

flujo en las condiciones experimentales analizadas (sh-p53 DMSO, sh-p53 Nutlin3ay Luc

Nutlin3a) reflejaron un incremento de aproximadamente un 10-20% de células en Go/G1

del ciclo celular cuando se compararon con el control (Luc DMSO). Estos resultados se

corresponden con el descenso en la proliferacion celular observado en el experimento

de doubling time y organoides. El analisis mediante western blot de los niveles de Ciclina

D1, asi como su cuantificacidon, mostraron un notable incremento en las células tratadas

c

on Nutlin3a (Figura RII.25 b, c).
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La inhibicién de la interaccion MDM2/p53 no incrementa los niveles de apoptosis ni

senescencia celular

Ademas del ciclo celular, otro de los procesos con los que mas se ha relacionado
el papel candénico de p53 es con la modulacion de la apoptosis y la senescencia. En este
sentido, diversos estudios han descrito mutaciones que afectan a la funcién de p53 y
gue promueven la progresion tumoral, evitando la entrada en apoptosis o senescencia
de las células cancerosas. El restablecimiento de los niveles normales de p53, en cambio,
es capaz de inducir la senescencia y apoptosis de estas células con elevadas tasas de

division11.

En base a los estudios publicados, y dado que las condiciones experimentales
establecidas modulan los niveles de p53, decidimos comprobar los niveles de apoptosis
y senescencia en nuestros cultivos celulares. En este caso, las células silvestres y
silenciadas para p53 fueron cultivadas en presencia de Nutlin3a y DMSO durante 72h,
marcando después las células con Anexina-FITC. Esta Anexina se une a la fosfatidilserina,
un fosfolipido que se utiliza como marcador de apoptosis cuando se encuentra expuesto
en la membrana extracelular, y el fluoréforo FITC nos permite su cuantificaciéon por
citometria de flujo. Por otro lado, la actividad de la enzima B-galactosidasa ha sido
cldsicamente un marcador de senescencia celular, por lo que decidimos emplear un kit
de marcaje de actividad enzimatica basado en la coloracién azul producida por las
células con altos niveles de B-galactosidasa al hidrolizar el sustrato X-gal. La senescencia
celular fue analizada en cultivos en expansién tratados durante 72h con Nutlin3a y en

cultivos diferenciados tratados durante el proceso de diferenciacién.

Los resultados obtenidos en el analisis por citometria de flujo revelaron que el
silenciamiento de p53 en nuestras células progenitoras provoca un descenso en el
porcentaje de células apoptéticas, tanto en los cultivos tratados con Nutlin3a como en
las células control (Figura RIl.26 a). Ademas, el tratamiento con Nutlin3a provocé un
ligero incremento en el niumero de células apoptéticas. En general, los resultados de
este ensayo reflejaron tasas muy bajas de apoptosis tanto en las células tratadas como
en el control, confirmando que tanto el silenciamiento de p53 como la inhibicion de la

interaccion MDM2/p53 no provocan grandes efectos en la muerte celular apoptética.
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Figura RII.26: Analisis de apoptosis y senescencia en los tratamientos con los inhibidores de MDMZ2. a, porcentaje
de células apoptodticas en cultivos control (Luc) y sh-p53 tratadas con Nutlin3a y DMSO durante 72h realizado
mediante citometria de flujo, se representa la media y la desviacién estandar para cada condicion, (n>10.000). b,
imagenes representativas del ensayo de la actividad -galactosidasa para el estudio de la senescencia en células en
expansion tratadas con DMSO (control) y Nutlin3a. ¢, analisis de citometria de flujo para la evaluacién del porcentaje
de células senescentes en cultivos tratados con DMSO o Nutlin3a durante 72h, utilizando el sustrato de B-
galactosidasa C12FDG. c’, analisis control de células sin el sustrato C;,FDG para establecer los parametros de la
citometria. d, imagenes representativas del ensayo de senescencia mediante la actividad B-galactosidasa en células
diferenciadas tratadas con DMSO (control) y Nutlin3a

El ensayo de la actividad B-galactosidasa que se muestra en el panel b de la figura
RII.26 no reveld células senescentes tras el tratamiento con Nutlin3a de los cultivos en
expansion. Para analizar de forma cuantitativa si la inhibicion MDM2/p53 provoca un
efecto en la senescencia de los cultivos de células basales, tratamos las células con
Nutlin3a durante 72h, y posteriormente se utilizé el sustrato fluorescente de la B-
galactosidasa C12-FDG, para el analisis por citometria de flujo. Los histogramas
obtenidos en este analisis se muestran en el panel c de la figura RIl.26, y como podemos

comprobar, no se encontré un incremento significativo en el porcentaje de células
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senescentes tras el tratamiento con Nutlin3a (32,78% en células control frente a 31,16%
en el tratamiento). En cultivos diferenciados, el analisis de la actividad B-galactosidasa
no mostré grandes diferencias en la cantidad de células senescentes (marcadas en azul

mas intenso), como se puede observar en el panel d de la figura RII.26.

En su conjunto, estos resultados demuestran que, tanto el tratamiento con
inhibidores de MDM?2, como el silenciamiento de p53, ampliamente utilizados en este
capitulo, no provocaron un incremento significativo en la senescencia ni en la apoptosis

en células del epitelio de las vias respiratorias.

La interaccion MDM2/p53 regula la diferenciaciéon de las células basales de las vias

respiratorias humanas

En base a todos los datos acumulados hasta el momento sobre el papel de la
interaccion MDM2/p53 en la diferenciaciéon del epitelio de las vias respiratorias de
ratén, nos planteamos si esta regulacién ocurre también en el epitelio respiratorio
humano. Comenzamos analizando la expresion de MDM2 y las proteinas de la familia
de p53 en células epiteliales de las vias respiratorias humanas a partir de datos de

secuenciacién de célula tnica publicados (set de datos GSE102580)64,

Los resultados obtenidos en este andlisis se muestran en el panel a de la figura
RII.27, y como podemos observar, al igual que en las células de ratén, la expresion de la
ubiquitina ligasa MDM2 se encuentra enriquecida en las células multiciliadas (Ciliadas y
FOXN4+), células que también presentan altos niveles de expresidon de TP73. En células
humanas, la expresion de TP53 presenta valores mas homogéneos, y, como cabria

esperar, TP63 se expresa mayoritariamente en células basales.

Una vez confirmado que la dinamica de expresién de MDM2 en células humanas
se corresponde con la del epitelio murino, decidimos comprobar si la inhibicion de la
interaccion MDM2/p53 también es clave en el proceso de diferenciacidn de las células
progenitoras de las vias respiratorias. Las células de bronquio humano que utilizamos
en estos ensayos fueron aisladas a partir de dos biopsias independientes de donantes
sanos, que en nuestros experimentos denominamos BRO001 y BROO002. Las células
progenitoras fueron cultivadas y plagueadas para su diferenciacién de forma similar a

las células de ratén, prolongando el cultivo ALI durante 21 dias. Las células BROOO1 y



BRO002 fueron tratadas con Nutlin3a y DMSO (control) durante todo el proceso de

diferenciacidn, y analizamos después mediante gPCR los marcadores de poblaciones de

células basales, multiciliadas y secretoras (células Clara y caliciformes). Ademas,

comprobamos mediante microscopia electrénica de barrido la morfologia y abundancia

de los cilios en las células tratadas con Nutlin3a.
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Figura RII.27: Estudio de la inhibicion de MDM2 en el epitelio de las vias respiratorias humanas. a, representacion dot
blot de los niveles de ARN mensajero de TP73, TP63, TP53 y MDM?2 en los tipos celulares mayoritarios del epitelio
respiratorio humano, obtenidos mediante datos de secuenciacion de célula Unica. b, d, niveles de ARN mensajero
analizados mediante qPCR tras el tratamiento con DMSO (control) y Nutlin3a en cultivos de dos pacientes, BRO001 (b) y
BROO002 (d). Se analizaron los marcadores Krt5 para células basales, Foxjl para células multiciliadas, y Scgblal para
células secretoras. Se utilizé la expresion de Eifla para normalizar los niveles de expresidn. Las columnas representan la
media, y las barras de error representan la desviacién estandar para cada condicion. Las cuantificaciones se hicieron
relativas a las condiciones control (DMSO) n=8. c, e, imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) para el analisis

de la morfologia de los cilios. Las barras de escala en cy e representan 15um.

Los resultados obtenidos en analisis de marcadores especificos de poblaciones

celulares mostraron una dramatica reduccién de los niveles de expresion de FOXJ1 en

los cultivos procedentes de ambos pacientes, resultados que se corresponden con los

obtenidos en las células de ratéon (Figura RII.27 b, d). Los marcadores para las células
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secretoras, a diferencia de los analizados en los cultivos de células de traquea de ratén,
revelaron un incremento significativo de la abundancia de células Clara y caliciformes
en las muestras tratadas con Nutlin3a. Por ultimo, las células basales también mostraron

un leve incremento en tras la inhibicidn de la interaccion MDM2/p53.

Las imagenes de microscopia electrénica de barrido confirmaron la disminucion
en la abundancia de células multiciliadas, mostrando ademas cilios mas cortos en las
células diferenciadas en presencia de Nutlin3a similares a las encontradas en las células

de raton, como se puede observar en los paneles c y e de la figura RII.27.

Estos resultados revelaron que, al igual que ocurre en el epitelio de las vias
respiratorias de raton, la interaccion MDM2/p53 juega un papel clave en la
configuracion celular del epitelio pseudoestratificado que tapiza las vias respiratorias de

humanos.

El tratamiento con Nutlin3a reduce la densidad celular en los cultivos del epitelio

respiratorio humano

Para confirmar si, como ocurre durante el tratamiento con AMG232 y Nutlin3a
en los cultivos de células de ratén, la inhibicién de MDM2 provoca una reduccién de la
densidad celular y el aumento del tamafio de los nucleos, éstos fueron marcados con
DAPI, cuantificando después su tamafio y el numero de células por campo. Ademas,
analizamos la resistencia eléctrica transepitelial (TEER), para comprobar si la inhibicién

de MDM2 afecta a la funcidn de barrera del epitelio respiratorio humano.
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Figura RII.28: Analisis de la densidad celular y la integridad del epitelio en cultivos de células de bronquio humano
tratadas con Nutlin3a. a, Imagenes de microscopia confocal para el marcaje de células basales (p63, en verde) y nucleos
(DAPI, azul) en células de bronquio humano diferenciadas durante 21 dias en presencia de DMSO (control), y Nutlin3a.
b, Cuantificacion del tamafo de nucleos en las distintas condiciones experimentales, n>100. c, Cuantificacion del
nimero nucleos por campo analizado en células tratadas con DMSO y Nutlin3a. d, resistencia eléctrica transepitelial
(TEER) medida en ALI 21 en cultivos tratados con Nutlin3a. Las columnas en c y d representan la media y las barras de
error muestran la desviacion estandar. Las barras de escala en a representan 20um.

En las imdgenes de microscopia confocal que se muestran en el panel a de la
figura RI1.28 podemos comprobar que el tratamiento con Nutlin3a provoca un notable
incremento en el tamafio de los nucleos, y un descenso de la densidad celular. Ademas,
el analisis ortogonal de estas imagenes mostré que, mientras que en los cultivos control
los nucleos se disponen a distintas alturas dentro del epitelio pseudoestratificado, con
la poblacidon de células basales (p63*) en la zona inferior, las células tratadas con
Nutlin3a presentan sus nucleos en un solo plano. Este resultado indica que la inhibicion
de MDM?2 afecta a la estratificacién de las células del epitelio de las vias respiratorias
humanas. La cuantificacion del tamano de los nucleos y la densidad celular confirmd la
observacion indicada anteriormente, revelando un incremento significativo en el
tamafio de los nucleos en los cultivos tratados con Nutlin3a, y reduciendo notablemente
el nimero de células en los campos analizados (Figura RI1.28 b, c). Para comprobar si
esta reduccion en la densidad celular provocada por el tratamiento con Nutlin3a afecta

a la funcion de barrera del epitelio respiratorio, medimos la resistencia transepitelial de
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los cultivos diferenciados. Los resultados, que se muestran en el panel d de la figura

RII.27, no revelaron diferencias significativas en los valores obtenidos.

En su conjunto, estos resultados muestran que la interaccion MDM2/p53 juega
un papel clave en la organizacion celular del epitelio pseudoestratificado de los
bronquios humanos, resultados que coinciden con los obtenidos en el epitelio de las vias

respiratorias de ratoén.
MDM2 regula la proliferacion de células basales en vias respiratorias humanas

Los resultados obtenidos en los cultivos de células progenitoras del epitelio de
raton demostraron que la interaccion MDM2/p53 regula la proliferacién celular, y que
cuando esta interaccidn se encuentra bloqueada, la tasa de divisidn celular se reduce
notablemente. Este efecto en la proliferacion celular se refleja en el tamano de los
organoides y en los valores de doubling time. Para comprobar si este mismo fenotipo se

reproduce también en las células de las vias respiratorias humanas, analizamos la

formacién de organoides, y cuantificamos su tamano tras el tratamiento con Nutlin3ay

DMSO (control).
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Figura RIl.29: Analisis del efecto de la inhibicion de MDM2 en la proliferacion de células del epitelio respiratorio
humano. a, imagenes representativas de organoides cultivados a partir de células de bronquio humano en el dia 5 de
cultivo, en presencia de Nutlin3a y DMSO. b, cuantificacidon del tamafio de los organoides a partir de las imagenes de
microscopia, n>30. Se representa la media y la desviacién estandar.

En los paneles a y b de la figura RIl.29 se muestra el analisis del tamafio de los

organoides generados a partir de células de bronquio humano y tratados con Nutlin3a.

Este andlisis reveld una reduccion significativa de la proliferacion celular cuando se



inhibe la interaccion MDM2/p53, del mismo modo que ocurren en las vias respiratorias

de raton.

A partir de los resultados obtenidos en los experimentos con células progenitoras
de las vias respiratorias humanas, podemos concluir que MDM2 regula los procesos de
diferenciacién y proliferacion celular, recapitulando gran parte de los resultados
obtenidos en las vias respiratorias murinas. Cabe destacar, en cambio, una notable
diferencia en la regulacion de la diferenciacién de células secretoras, donde el efecto de
la inhibicién de MDM?2 provoca un claro descenso de esta poblacién en raton, mientras
que en los cultivos de células humanas se observoé un incremento tanto en células Clara

como caliciformes.

En suma, los resultados obtenidos en este capitulo ponen de manifiesto que la
regulacion que MDM2 ejerce sobre p53 juega un papel clave en el mantenimiento de la
homeostasis y la diferenciacion de las poblaciones celulares que componen el epitelio
de las vias respiratorias. Ademads, estos hallazgos sugieren que la modulacién de la
interaccion entre MDM2 y p53 podria ser una diana clave para controlar los procesos de

regeneracion del epitelio de las vias respiratorias.
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DISCUSION CAPITULO Il
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DISCUSION CAPITULO II

En vertebrados, las vias respiratorias estdn constantemente expuestas a
patégenos y particulas inhaladas, ademds de a cambios en las condiciones de humedad
y temperatura. En este sentido, el epitelio que recubre la traquea y los bronquios
constituye una barrera esencial para hacer frente a estos retos, eliminando activamente
las particulas y patdgenos que quedan atrapados en el moco secretado, manteniendo
asi la homeostasis del organismo. La regeneracion de este complejo epitelio conlleva
una respuesta celular coordinada, en la que tienen lugar multitud de eventos entre los
gue se encuentran procesos de proliferacién y diferenciacién celular, y que fueron
abordados en este capitulo. El epitelio pseudoestratificado que tapiza las vias
respiratorias superiores, también denominadas vias conductivas, estd formado
fundamentalmente por células basales, secretoras y multiciliadas, dispuestas en
agrupaciones a modo de mosaico. El mantenimiento del balance entre las distintas
poblaciones celulares es esencial para la funcidn de barrera del epitelio, y alteraciones
en este balance pueden provocar infecciones agudas, y estan detrds de patologias como

la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) o fibrosis quistica®? 1%,

En el epitelio de las vias respiratorias, las células multiciliadas desempenan un
papel clave en el mantenimiento de la homeostasis, generando un flujo orientado del
moco que permite la eliminacién de patdgenos y particulas atrapadas durante la
respiracion. Para profundizar en el conocimiento sobre los mecanismos moleculares que
regulan la diferenciacion de células multiciliadas, en este capitulo comenzamos
analizando los factores de transcripcion e interactores que podrian estar implicados en
este proceso. Este analisis, realizado a partir de datos de secuenciacion de célula Unica
publicados (GSE102580)%* reveld, ademas de los factores de transcripcién ya conocidos
como FOXJ1 o FOXA1'?, otros candidatos con una potencial implicaciéon en la
diferenciacién de las células multiciliadas. Uno de estos candidatos fue el factor de

transcripcion p53, clasicamente conocido por su papel como supresor tumoral.

En los ultimos afios se ha demostrado que proteinas pertenecientes a la familia
de p53, como p63, p73 y el propio p53, juegan un papel determinante en el desarrollo

de las vias respiratorias, regulando la composicion celular del epitelio
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pseudoestratificado!%4.

Concretamente se ha comprobado que p63 se expresa
mayoritariamente en las células progenitoras de los epitelios mucosos, como es el caso
de las vias respiratorias, y ratones defectivos en p63 presentan graves alteraciones en
el proceso de regeneracion y diferenciacién de estos epitelios'®®. Por otro lado, se ha
identificado que el factor de transcripcidon p73 estd estrechamente implicado en la
diferenciacién de células multiciliadas, y que actua a través de la activacién directa del
nucleo central de la ciliogénesis, en el que se encuentran los factores de transcripcién
Foxj1, Rfx2 Y Rfx3, Mir34bc*®>. Las células multiciliadas de ratones con deficiencia en la
expresion de p73 sufren graves defectos en la ciliogénesis, lo que provoca infecciones
recurrentes de las vias respiratorias por la escasa movilidad del moco secretado. Se ha
demostrado que estos defectos en la ciliogénesis estan causados por alteraciones en el
posicionamiento apical de los cuerpos basales, que impide la correcta extensiéon del
axonema. Ademas, la composicion celular del epitelio pseudoestratificado de la traquea
se ve alterada cuando se modifican los niveles de expresién de p73 y p63, reduciéndose

significativamente la cantidad de células ciliadas en beneficio de las células secretoras,

o incrementandose la proporcidn de células multiciliadas respectivamente®®®,

Como hemos visto, el papel desempefiado por p63 y p73 en la proliferacién y la
diferenciacidn del epitelio que tapiza las vias respiratorias estd extensamente descrito,
sin embargo, el papel de p53 en la especificacion celular ha sido abordado mas
recientemente, y su implicacién en la diferenciacion de tejidos con bajas tasas
proliferativas esta aun por esclarecer. Algunos estudios llevados a cabo en los ultimos
aflos apuntan a que p53 podria funcionar como un regulador central de la densidad y la
composicion celular de las vias respiratorias en el proceso de transdiferenciacion desde
células caliciformes a células multiciliadas, proceso que dependeria de los niveles de
p53172, Este mismo estudio, que demostrd que p53 actla bloqueando la proliferacion
celular y promoviendo la diferenciacién de células multiciliadas a partir de células
caliciformes, deja abiertos interrogantes acerca del papel de p53 en la diferenciacién del

epitelio respiratorio a partir de células basales, proceso que abordamos en este capitulo.

Nuestros hallazgos relativos a los niveles de p53 en cultivos epiteliales de las vias
respiratorias mostraron cambios en la cantidad de proteina a lo largo del proceso de

diferenciacién, concretamente un incremento en ALI4, que sin embargo no apreciamos



en el ARN mensajero. Este hecho nos sugiere una posible regulacidon provocada por la
estabilizacién de la proteina. Estudios recientes han demostrado que la inactivacion de
MDMZ2, la principal ubiquitina ligasa que regula los niveles de p53, provoca letalidad en
ratones postnatales, observando una drastica reduccion en el tamafio de los
pulmones®®’. Nuestro estudio de los niveles de MDM?2 a lo largo de la diferenciacién del
epitelio respiratorio también reflejé cambios en los niveles de expresién, resultado
obtenido en las cuantificaciones de ARN y proteina. En este sentido, el incremento de la
cantidad de p53 en las primeras etapas de la diferenciacién se corresponde con el
acusado descenso de MDM2 observado mediante western blot. Estos resultados estan
en consonancia con lo descrito en otros estudios in vivo en los que se encontraron

cambios en los niveles de p53 a lo largo de la diferenciacién del sistema respiratorio’®®

199

El analisis mas detallado de la expresion de p53 y MDM2 en las distintas
poblaciones celulares mediante los datos de secuenciaciéon de célula Unica e
inmunofluorescencia reveld que MDM2 se expresa mayoritariamente en las células
multiciliadas, donde ademas la expresion de p53 es menor, lo que coincide con la
regulacion transcripcional negativa descrita entre ambas proteinas?®. El andlisis de a
expresidon de otras E3-ubiquitina ligasa en los distintos tipos celulares no mostré ningun
patrén similar al observado para MDM2. Este resultado nos indica un papel relevante

de la interaccion MDM2/p53 en la diferenciacion de las células multiciliadas.

La modulacién de los niveles de p53 mediante ARN de interferencia mostré un
incremento significativo de células multiciliadas, sin afectar al resto de poblaciones
celulares, mientras que el silenciamiento de MDM2, en cambio, disminuyd el nimero
de células multiciliadas y secretoras, lo que sugiere un importante papel en la regulacién
del destino celular de las células progenitoras de las vias respiratorias. El efecto del
silenciamiento de p53 en células basales contradice al publicado en la
transdiferenciacién a partir de células caliciformes, donde encontraron que la expresion
de una copia mas de p53 favorecia la diferenciacién a células multiciliadas'’?, diferencia
gue podria venir mediada por las diferencias en la expresién de MDM2 entre distintos
tipos celulares. Ademas, en nuestro modelo, la sobreexpresién de p53 WT en células

basales también provocé un descenso significativo de la diferenciacién a células
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multiciliadas, fenotipo que se revertia cuando se expresaba una forma mutada de p53,

con defectos en su actividad transcripcional.

La importancia de la interaccion MDM2/p53 en la diferenciacion de las células
progenitoras de las vias respiratorias se pone de manifiesto en la inhibicién
farmacoldgica de dicha interaccion. El tratamiento con los inhibidores de MDM2 AMG-
232 y Nutlin3a, que provoca un notable incremento de p53, bloqued de forma
transitoria la diferenciacién de las células basales tanto hacia células secretoras como
hacia células multiciliadas, lo que se contradice con la visidon general de que p53 bloquea
la proliferacion y promueve la diferenciacion celular’® 201, Este efecto en la
diferenciacién se revierte una vez retirado el tratamiento, y no afectd a las células ya
diferenciadas. En este sentido, y al contrario de lo descrito para el estudio de
inactivacion génica de Mdm2®’, nuestros datos de la inhibicién de MDM2 reflejan una
pérdida casi completa de células Scgblal* y Foxj1*, mientras que en su modelo no
encontraron alteraciones significativas en la diferenciacion del epitelio afectado. Esta
diferencia fenotipica podria explicarse por la existencia de algin mecanismo
compensatorio que permitiese la diferenciacion en la inhibicidn génica, pero que no
ocurra en nuestro modelo farmacolégico mds agudo. Se ha demostrado que las células
secretoras actuan como progenitores de células multiciliadas en el proceso de
transdiferenciacién, y que los cambios en los patrones de expresién génica que
promueven dicho proceso estan mediados por la secrecién de ligandos de la ruta de
Notch?%?, La inactivacion de la ruta de Notch promueve la diferenciacién hacia células

127 Nuestros datos, ademas,

multiciliadas, en detrimento de las células secretoras
reflejan que la interaccion MDM2/p53 es imprescindible para la correcta diferenciacion
hacia células multiciliadas, y que la inhibicién de dicha interaccion bloquea la produccién
de células multiciliadas también en condiciones de inactivacién de la ruta de Notch.
Adicionalmente, las células multiciliadas que consiguen diferenciarse en presencia de
los inhibidores de MDM2 presentan un menor nimero de cilios, que ademas son mas

cortos, lo que sugiere que la regulacion mediada por MDM?2 también estd implica en la

ciliogénesis.

La inhibicion de MDM2 en los cultivos diferenciados también mostré un

descenso en la densidad celular, y un notable incremento en el tamafio de los nucleos,



sin afectar a la funcidn de barrera del epitelio. La estabilizacién de los niveles de p53 en
los tratamientos con los inhibidores de MDM2 podria ser la causa de esta menor
densidad celular, lo que concuerdan con estudios publicados en los que la expresién de
una copia extra de p53 provocé el mismo fenotipo!’?. Ademads, la acumulacion de p53
también se ha relacionado con el incremento del tamafio de los nucleos en células de

Drosophila?%3,

Los experimentos con cultivos primarios de bronquio humano como modelo de
estudio recapitularon los hallazgos realizados para las vias respiratorias de ratén, a
excepcion del efecto sobre la poblacion de células secretoras, donde observamos un
incremento en condiciones de inhibicion de MDM2. El resto de los fenotipos abordados
coincidieron en ambos modelos, sugiriendo que la modulacién de los niveles de p53 esta
implicada en la diferenciacion de células multiciliadas y la densidad celular. Los datos
obtenidos en el analisis del ciclo celular nos permiten proponer que la inhibicién de
MDM?2 induce un estado de quiescencia celular reversible en las células basales,
promovido por el incremento de p53, lo que podria provocar un efecto compensatorio
en los niveles de ciclina D1, que se ve incrementada a pesar de no traducirse en un

incremento de la tasa proliferativa, funcién candnica descrita para esta proteina?%

Los efectos de la modulacion de los niveles p53, MDM?2, asi como el bloqueo de
su interaccién se esquematizan en la figura DI.1. La diversidad de fenotipos obtenidos
tras la inhibicién farmacolégica de MDM2 nos permite plantear la hipétesis de que
MDM2 tendria un papel independiente de p53 en la diferenciacién de las células
progenitoras del sistema respiratorio. Esta hipdtesis estaria ademas basada en los
recientes ejemplos de la implicacion de MDM2 en diferenciacion celular. Uno de estos
estudios demostré que adipocitos defectivos para MDM2 no consiguen diferenciarse,
proceso que parece dependiente de los factores de transcripcidn STAT e independiente
de p532%, Ademads, NUMB, un regulador negativo de la ruta de Notch, que promueve la
diferenciacién de las células secretoras, ha revelado ser un interactor de MDM22%. Por
otro lado, en células mesenquimales, MDM2 mantiene el estado de pluripotencia, y su

silenciamiento provoca la diferenciacion de forma independiente a p532%7.

Los resultados obtenidos en este capitulo podrian ser, ademas, de gran

relevancia clinica, ya que MDM2 es una conocida diana en el tratamiento de multitud

159



160

de tipos cancer, entre los que se encuentran el cdncer de pulmon de célula no pequeiia.
Este tipo de cdncer estd mayoritariamente provocado por células escamosas que
expresan marcadores propios de células basales como Sox2, Krt5 o p632%, Ademas, se
ha comprobado que MDM2 esta sobreexpresado en multitud de tumores humanos?®?,
y las mutaciones en p53 suponen las alteraciones genéticas mas frecuentes en
carcinomas pulmonares?!°, Debido a esto, esclarecer la funcion de MDM2 en el epitelio
de las vias respiratorias, asi como su relacién con p53, resulta de vital importancia para
mejorar los tratamientos en estos tipos de cancer. Mas alla de su implicaciéon tumoral,
entender el mecanismo a través del cual las células progenitoras de las vias respiratorias
restablecen el epitelio después del daifio también presenta relevancia clinica, y la

modulacion de las diversas poblaciones celulares de este epitelio puede ser de gran

interés en medicina regenerativa.

Por todo esto, los hallazgos obtenidos en este capitulo tienen profundas
implicaciones para pacientes tumorales con tratamientos que modulan la ruta
MDM2/p53, asi como el abordaje de la medicina regenerativa, donde la modulacién de

los niveles de p53 puede ser utilizada para controlar los procesos diferenciacién celular.



La interaccion MDM2/p53 regula la diferenciacién celular en el epitelio respiratorio:

Fenotipos
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Figura DIl.1: Representacion esquematica de los fenotipos provocados por la modulacién de la ruta MDM2-p53 en la
diferenciacion del epitelio de las vias respiratorias.
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CONCLUSIONES CAPITULO I
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CONCLUSIONES CAPITULO I

1. La regulacidon de los niveles de p53 promovida por la ubiquitina ligasa MDM?2 a
lo largo del proceso de diferenciacién del epitelio respiratorio de ratén es
necesaria para el correcto balance entre las distintas poblaciones celulares.

2. La inhibicidon de la interaccion MDM2/p53 provoca graves defectos en la
diferenciacion celular del sistema respiratorio murino, asi como alteraciones en
la formacion de los cilios, pero no afecta a la funcién de barrera del epitelio
respiratorio.

3. Lainteraccién MDM2/p53 regula la proliferacion y el ciclo celular de las células
basales de las vias respiratorias.

4. La inhibicion de la interaccion MDM2/p53 provoca graves defectos en la
diferenciacién de las células del epitelio respiratorio humano, recapitulando la
mayor parte de los fenotipos obtenidos para nuestro modelo murino.
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MATERIALES Y METODOS
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1. Meétodos en Drosophila melanogaster

1.1 Cria y mantenimiento de las moscas

Las lineas de Drosophila melanogaster utilizadas durante el transcurso de esta
tesis fueron mantenidas en incubadores a temperatura constante (18°C, 25°Cy 29°C) en
funcion de los requerimientos de cada experimento. Las moscas fueron alimentadas con
una mezcla de harina blanca de trigo (10% p/v), levadura (2% p/v, MP Biomedicals,
#903312), glucosa (10% p/v, Alfa Aesar, #A16822), agar (1,5%p/v VWR, #846090500),
antifingico Nipagin (1% p/v, Sigma, #W271004) y acido propidnico (0,1%v/v, Acros
Organics, #149300010), que se prepard en agua destilada, calentando la mezcla y
dispensandola en los viales para después dejarla solidificar y almacenarla a 4°C. Para el
mantenimiento de las lineas de moscas utilizamos viales de pldstico de 2,5 cm de
didmetro y 15 cm de alto (Dominique D., #789009). La amplificacion de los cruces vy el
mantenimiento de las lineas mas utilizadas se realizd a 25°C, empleando botellas
plasticas de 5x5cm (Dominique D., #94351). A 25°C, la fase larvaria dura
aproximadamente 5 dias y transcurrido este tiempo se desarrolla la pupa, estadio en el
gue se forman las estructuras adultas a partir de los denominados discos imaginales.
Una vez que la mosca adulta emerge de la pupa, ésta tarda entre 8 y 9 horas en alcanzar
la madurez sexual. Esta ventana de tiempo es fundamental para colectar hembras
virgenes que seran utilizadas posteriormente en los cruces. Para el mantenimiento de

las lineas del laboratorio los individuos fueron transferidos a viales nuevos cada 15 dias.
1.2 Cruces y recoleccion de pupas

Para realizar los cruces, los individuos de los genotipos de interés fueron
colocados sobre una plataforma porosa conectada a un sistema de emisidon de CO,, con
el fin de anestesiarlos y manipularlos con facilidad. Una vez anestesiadas, bajo lupa
binocular se separaron las hembras virgenes y los machos de cada genotipo. Para
colectar las hembras virgenes cuando no se controlaron los periodos de 8h tras la
eclosidn de la pupa, nos fijamos en los restos de meconio presentes en el intestino o en
el plegamiento de las alas, pues las moscas adultas tardan algunas horas en desplegarlas
por completo. En cada cruce se colocaron entre 10 y 15 hembras virgenes y 3-4 machos

por vial, que fueron mantenidos a 25°C durante 2-3 dias para una puesta de huevos
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suficiente. Posteriormente, los individuos adultos se retiraron y fueron transferidos a un
nuevo vial para continuar con la puesta. Tras los estadios larvales, se controld el
momento en el que los individuos pasaban a fase pupa, y éstas se colectaron con un
pincel para transferirlas a nuevos viales, mantenidos a 25°C 0 29°C e incubados durante
un tiempo comprendido entre 25-30h (25-30h apf, after puparium formation), en

funcién del experimento realizado.
1.3 Lineas de Drosophila utilizadas

El conocimiento de la genética de Drosophila permite controlar la expresiéon
génica y restringirla tanto espacial como temporalmente mediante el uso de secuencias
morfogenéticas reguladoras, también conocidas como drivers, que dirigen la expresién
a una region del organismo conocida. Ademas, los genotipos de interés pueden ser
identificados mediante marcadores fenotipicos observables tanto a simple vista como
bajo lupa binocular. Estos marcadores estan asociados a cromosomas denominados
balanceadores o equilibradores, que no permiten la recombinacién homdloga entre
parejas de cromosomas, e impiden su transmision en homocigosis, permitiendo seguir
el alelo que porta la construccién o mutacién deseada. Los marcadores fenotipicos
pueden abarcar desde el color de los ojos (w™ blancos o w* rojos) o el pigmento de la
cuticula (silvestre -wt- o y para amarillo) hasta el tamafio de las pupas (TM6B) o de
determinados apéndices (Ubx). Gracias a estos marcadores pueden identificarse los
individuos que presentan mutaciones o construcciones de interés para su posterior

estudio.

En este trabajo, la mayor parte de los experimentos con Drosophila fueron
realizados utilizando el sistema de expresion Gal4/UAS, un sistema de expresidon génica
de levaduras que permite la expresién dirigida de genes que estén bajo el control de
secuencias UAS (Up-stream Activating Sequence)?'!. Este sistema esta basado en cruces
entre lineas portadoras de la secuencia codificante para GAL4 con lineas que portan la
region UAS seguida de la secuencia de interés. En la descendencia del cruce, el activador
transcripcional GAL4 reconoce a las secuencias UAS y se une a ellas, promoviendo la
transcripcion de cualquier gen localizado en la posicion 3’ de dichas secuencias. Ademas
de genes, también es posible colocar secuencias de ARN de interferencia bajo la

regulaciéon de UAS, lo que permite el silenciamiento de un determinado gen en la



descendencia del cruce UAS x GAL4. Por ultimo, mediante el uso de drivers es posible
dirigir la expresion del activador GAL4 a una regidon determinada del organismo, de
modo que la expresidn del gen de interés o secuencia de ARN de interferencia estara
también restringida a esta regidn. Este sistema de expresién se esquematiza en la figura

M.1.

GAL4 GAL4
No transcripcion

GAL4

= F1

GAL4 GAL4 . I
GAL4 E Transcripcion

Figura M.1: Esquema del sistema de expresion GAL4/UAS para la transcripcidn de secuencias de ARN
de interferencia. P: parental; F1: descendencia.

Para el cribado inicial de las lineas de Drosophila que provocaron fenotipos de
alteracion de PCP o quetas de actina multiples, utilizamos el sistema de expresiéon
Gal4/UAS bajo los drivers que dirigen la expresidn en regiones determinadas del ala de
Drosophila. Las lineas de mosca con drivers utilizadas fueron engrailed (en-Gal4), que
dirige la expresion a la regidn posterior del ala, decapentaplegic (dpp-Gal4), dirigido la
zona entre las venas longitudinales L3 y L4 en el centro del ala, y nubbin (nub-Gal4), que
se expresa en el ala completa, todas ellas pertenecientes al banco de moscas de
Bloomington, en la Universidad de Indiana, USA. Estas lineas fueron cruzadas con mas
de 20 lineas diferentes portadoras de secuencias de ARN de interferencia (UAS-ARNiI)
para dirigir el bloqueo de la expresidn de los genes diana a las distintas regiones del ala,
tal y como se esquematiza en el panel a de la figura M.2. En este esquema, cada uno de

“w,n

los cuatro cromosomas de Drosophila se nombran separados por “;”, y, en el caso de

heterocigosis, cada uno de los alelos se muestran como elementos de una fraccién:
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DppGAL4
TM6B

. Las lineas de UAS-ARNi empleadas en esta tesis proceden del repositorio de

Vienna Drosophila RNAi Center (VDRC), Viena (Austria) y se recogen en la tabla M.1.

Tabla M.1: Lineas de Drosophila portadoras de secuencias de ARNi

Gen diana VDRCID Libreria Gen diana VDRCID Libreria
41514 GD 3793 GD
Mwh Drok
45265 GD 104675 KK
40088 GD Rac1 49247 GD
Fritz
103611 KK Cdc42 100794 KK
27252 GD 4313 GD
Inturned Dachsous
103407 KK 12555 GD
51952 GD Dachs 32142 GD
Rho
107502 KK Four Jointed 6774 GD
Fuzzy 108550 KK 9396 GD
Fat
24885 GD 108863 KK
Daam1
103921 KK

Una vez seleccionadas las lineas que provocaron alteraciones en la orientacién
y/o el nimero de quetas de actina, se realizaron cruces entre éstas y una linea que
contenia la proteina fluorescente GFP en fase con la proteina centriolar Sas4 (Sas4-GFP),
ademas del driver Dpp-Gal4 con el fin de detectar la localizacidn de los centriolos (Figura
M.2 b). Esta linea Sas4-GFP; DppGal4 fue cedida por el laboratorio de Jordan Raff. Para
el estudio del papel de actina en el posicionamiento de los centriolos (tratamiento con
citocalasina D) se utilizé la linea UAS-GFP-CG2919 (Asl), con la proteina centriolar
Asterless en fase con GFP, que fue cruzada con la linea UAS-dcr?; nub-Gal4 como se
esquematiza en el panel a de la figura M.3, para dirigir la expresidn de Asterless-GFP en

toda el ala.
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Cruces para el cribado de fenotipos:

+ ARNi +  dppGAL4
wht, — ——; X wy —; ——————— P
+  ARNi + TM6B i
we: & . dPPGAL4 .
"+’ ARNi '’ -
.+, TM6B,,
W ¥’ TARNi
Seleccion de individuos no TM6B (Tubbby)
b . N .
Cruces para el estudio de la distribucion de centriolos:
W 1; ARN:_ s X W Sas4-GFP; dppGAL4 ; p
+  ARNi Sas4-GFP TM6B
w+.Sas4-GFP_ dppGAL4
"+ 7 ARNi
F1

W+ Sas4-GFP. T™MéB,,,
+  ARNi

Seleccion de individuos no TM6B (Tubbby)

Figura M.2: Representacion esquematica de los cruces de Drosophila realizados para el cribado de fenotipos (a)
y el analisis de la distribucion de centriolos (b). w*: ojos rojos, +: alelo silvestre, P: generacién parental, F1:
Descendencia.

1.4 Obtencion de alas de Drosophila

En esta tesis se utilizaron las alas de individuos adultos para el cribado inicial en
busca de fenotipos de PCP, y alas de pupas colectadas en distintos estados de desarrollo

para estudiar la distribucidn de los centriolos.

Las alas de adulto se diseccionaron a partir de los individuos procedentes de los
distintos cruces, entre 24h y 48h después de la eclosidn de la pupa, para garantizar asi
el buen estado del ala. Los individuos fueron anestesiados con CO3 y las alas colectadas
bajo lupa binocular con ayuda de pinzas. Una vez obtenidas, las alas fueron lavadas en
PBS (Fisher B. #BP2944) con tritdn (0,1% v/v, Sigma, #T79284) (PBS-t) y montadas en

cubres con glicerol 80% (Panreac, #122329) para su observacion.

173



174

Para obtener las alas de moscas en desarrollo se controlé el momento en el que
los individuos en fase larval entraron en fase pupa, y se colectaron éstas con la ayuda de
un pincel humedecido. Las pupas se incubaron durante 25h o 28’5h a 29°C en funcién
del estado de desarrollo requerido para cada experimento y, transcurrido este tiempo,
éstas se colocaron sobre una superficie adhesiva para su diseccién bajo lupa binocular.
Una vez inmovilizadas, realizamos una incisién en la zona anterior de la pupa, por encima
del térax, y otra en la zona posterior del abdomen, tal y como se esquematiza en el panel
b de la figura M.3. Con unas pinzas, tomamos al individuo por el extremo anterior y lo
separamos del pupario, transfiriendo las moscas a un recipiente con PBS-t 0,1%. Con
ayuda de una pipeta, lavamos el interior de la mosca pasando el PBS a través del cilindro
de tejido restante, mientras lo inmovilizamos pinzando por la zona anterior. Tras la
limpieza, las muestras fueron transferidas a un tubo eppendorf con paraformaldehido
4% (Polysciences, #18814-20) durante 1h para su fijaciéon. Después, de nuevo en el
recipiente y con la ayuda de una pinza de precisidn, se retird cuidadosamente la cuticula
que envuelve al tejido, para hacerlo asi accesible a los distintos marcajes. Finalmente,
las muestras fueron transferidas a un tubo eppendorf con PBS-t para proceder a la

inmunofluorescencia.
1.5 Tratamiento con Citocalasina D

Las pupas procedentes del cruce de UAS-Asl-GFP y UAS-dcr?; nub-Gal4, que se
muestra en el esquema del panel a de la figura M.3 fueron colectadas tras la transicion
larva-pupa como se ha descrito en el apartado anterior, e incubadas durante 25h a 29°C.
Transcurrido este tiempo, las pupas fueron extraidas del pupario siguiendo los pasos
anteriormente descritos, y colocadas en un recipiente con medio de cultivo SSM3
(Sigma, #53652) para su limpieza. Una vez limpias, las muestras se transfirieron
individualmente a tubos de 200l y fueron incubadas durante 10h a 29°C en medio SSM3
suplementado con la hormona ecdisona (Sigma, #E9004) a una concentracion de
100ng/ul para promover el desarrollo. Este procedimiento se muestra en el esquema
del panel b de la figura M.3. Para la inhibicién de la polimerizaciéon de actina, esta
incubacion se realizé en presencia de 5ng/ul de citocalasina D (Sigma, #C2618), mientras

gue en las muestras control se afadié PBS al medio de cultivo. Una vez transcurridas las



10h, las muestras se lavaron con PBS-t 0,1% vy se fijaron con paraformaldehido 4%

durante 1h, para proceder después al marcaje mediante inmunofluorescencia.

a

Cruces para el estudio de la distribucion de centriolos en el tratamiento con Citocalasina D:

+ . UAS-Asl-GFP
+ ' UAS-Asl-GFP ’

X e JAS-der’ | nub-GAL4
W T ey T TmeB

wt; ; P

- UAS-dcr? |  nub-GAL4
"+ ' UAS-Asl-GFP

..+ . Asl-GFP
WoT ey T TmMeB F1
s + nub-GAL4
w™,

Cy ' UAS-Asl-GFP

Seleccion de individuos no TM6B (Tubbby) y no Cy (Curly)

p Diseccidn 28,5h apf 29°C
Diseccion
—— P Diseccidn 25h apf 29°C
k \ Cultivo
—
iy Diseccién 25h apf 29°C + 10h

) o — » en SSM3 +/- Citocalasina D
Figura M.3: Cruces realizados para el estudio de la distribucién de centriolos tras el tratamiento con citocalasina
D (a) y representacion esquematica del cultivo in vitro de pupas de Drosophila (b).

1.6 Inmunofluorescencias en alas de Drosophila

La localizacion celular de los centriolos fue analizada mediante
inmunofluorescencia (IF), técnica que permite la deteccidon de una o varias proteinas
especificas en una muestra mediante el uso de anticuerpos conjugados con fluoréforos.
Concretamente, para caracterizar el posicionamiento de un centriolo en el interior
celular es necesario marcar tanto el centriolo como el contorno de la célula que lo
contiene. Para ello, las pupas de Drosophila fueron procesadas como se detalla en el
apartado 1.4, y una vez colectadas y fijadas, las muestras fueron incubadas en PBS-t con
albumina de suero bovino (BSA, Roche, #10735094001) al 2% (p/v) (PBS-BSA-t) durante

45 minutos a temperatura ambiente, para bloquear las uniones inespecificas de los
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anticuerpos. Para marcar la membrana de las células epiteliales del ala, las muestras se
incubaron con el anticuerpo primario anti-Flamingo (DSHB clone 74, mouse), utilizado a

una dilucion 1:20. Esta incubacion fue realizada a 4°C durante toda la noche.

Transcurrido este tiempo, las alas se lavaron con PBS-t (cinco lavados de 10
minutos), y se realizé una incubacion de 1h en oscuridad con el anticuerpo secundario
anti-mouse Alexa-Fluor 405 (Invitrogen, #A31553) diluido 1:500 en PBS-BSA-t. En esta
misma solucién se prepard el marcaje de F-actina, que utilizamos para detectar las
guetas de las células del ala de Drosophila. Para este marcaje se utilizdé Faloidina-Alexa
594 (Invitrogen, #A12381) 1:500, que permite su visualizacion mediante microscopia de
fluorescencia. Una vez transcurrida esta incubacién, las muestras fueron lavadas con
PBS-t (seis lavados de 10 minutos), y posteriormente fueron separadas del resto del
tejido. Por ultimo, las alas fueron colocadas sobre un portaobjetos con ayuda de una
pinza y montadas en medio de montaje Vectashield (Vector laboratories, #H1000). Los

distintos marcajes utilizados se muestran en el esquema de la figura M.4.

Sas4-GFP

Anti-Fmi +
Anti-Mouse-Alexa 405

' Falioidina-Alexa 594

Figura M.4: Esquema de los marcajes de fluorescencia realizados para el estudio de la distribucién de los centriolos.

1.7 Adquisicion y procesamiento de imagenes de microscopia

Como hemos mencionado anteriormente, en esta tesis utilizamos alas de adulto
para el cribado inicial en busca de fenotipos de PCP y quetas multiples, y alas de pupas
para el estudio de la distribucidon de centriolos. Para las alas de adulto se empleé
microscopia de luz transmitida, utilizando el microscopio éptico Olympus BX51, de la
Unidad de Microscopia del Servicio de Técnicas Aplicadas a las Biociencias (STAB) de la

universidad de Extremadura. Las imagenes fueron adquiridas a tres aumentos distintos



(4X, 10X y 20X) con la cdmara Olympus DP72, y procesadas con el software CelllD
(Olimpus) y Adobe Photoshop CC 2015.

La adquisicién de imagenes de inmunofluorescencia en alas de pupas se llevo a
cabo mediante microscopia de fluorescencia confocal. Se utilizaron los objetivos 20X y
40X del microscopio Olympus FV 1000, con un zoom 2x y una resolucién de imagenes de
1024x1024. Las imagenes adquiridas fueron seleccionadas utilizando el software ImageJ
para identificar las dreas que presentasen defectos relacionados con PCP. Estas
imagenes fueron separadas en canales, y se utilizd el marcaje de la proteina Flamingo
para delimitar el contorno de las células mediante el plugin de Imagel Tissue Analyzer,
creando asi una mdscara que fue después utilizada en el andlisis con nuestro software.
Para identificar el centriolo, se utilizé la sefial de la construccion de Sas4-GFP, y para
detectar células con quetas multiples utilizamos el marcaje con faloidina. Para el andlisis
con el método RPCD, que se detalla mas adelante, utilizamos Adobe Photoshop CC 2015
para identificar, mediante un cédigo de colores, el nivel de alteracidn fenotipica de cada

célula teniendo en cuenta el nimero de quetas.
1.8 Métodos para el andlisis de la distribucion de centriolos

En este trabajo se utilizaron tres métodos distintos para analizar la distribucién
de los centriolos en el interior celular, una vez procesadas las imagenes de microscopia
confocal como se ha detallado anteriormente. El primero de estos métodos, conocido
como ABP (Average Basal Body Position), mide la polarizacién de los centriolos en una
dimension. Mediante el calculo de la distancia del centroide de los centriolos al
centroide de la célula, se asigna el valor -1 la coordenada mds proximal de la célula, 0 el
centroide celular, y 1 la coordenada mas distal, como se esquematiza en el panel ade la
figura M.5. Mediante el andlisis con un software especifico basado en MATLAB podemos
extraer los valores para cada célula en una regién de interés y calcular la media de estos
valores, para comparar asi la polarizacién de los centriolos. Los valores mas altos (mds
cercanos a 1), representan centriolos polarizados distalmente, mientras que los valores

cercanos a 0 representarian centriolos no polarizados.

El segundo método utilizado se denomina método Q (del inglés Quartile), y en él,

cada célula analizada se divide en cuatro cuartiles de igual area, y cada centriolo es
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asignado a un cuartil determinado en funcién de su posicién. Posteriormente se
cuantifica el numero de centriolos presentes en cada cuartil para una poblaciéon de
células determinada. Los cuartiles en los que se divide cada célula quedan definidos
mediante el trazado de dos lineas imaginarias, que unen el centroide con los puntos /4
y - /4, definiendo los cuatro cuadrantes (Figura M.5 b). Si el centriolo esta localizado
en el cuartil comprendido entre los angulos /4 y - /4, se le asigna el Q1, entre los
angulos /4 y 3n/4 sera la region Q2, entre 3n/4 y -31t/4 se le asigna la region Q3, y, por

ultimo, el resto de los centriolos son asignados al Q4.

a b
smaN/ N\
__ Centroide de centriolos Q2
Q4
-311/4 -1/4
Método ABP Método Q

Figura M.5: Esquema de los métodos de cuantificacion de centriolos ABP (a) y Q (b).

El tercer método de cuantificacién, denominado sistema RPCD, del inglés
Representative Polarized Centriole Distribution, fue especificamente disefiado durante
el desarrollo de este trabajo, y se recoge mas detalladamente en el apartado de
resultados (Figura RL.9). Este método esta basado en el desarrollo de una libreria de
imagenes de células con centriolos correctamente posicionados, obtenidas de células
del ala de pupas silvestres e incubadas durante 28,5h a 29°C. Mediante esta libreria de
imagenes se generd un mapa de densidad de posiciones de centriolos acumulados sobre
una célula modelizada, que representa la distribucidn silvestre de los centriolos en las
células epiteliales del ala de Drosophila. Este mapa de densidad se segmentd utilizando
lineas imaginarias concéntricas, dentro de las cuales la probabilidad de encontrar un
centriolo es la misma, a las que denominamos isolineas. Los centriolos encontrados
dentro de cada isolinea pueden ser comparados entre distintas condiciones
experimentales. Concretamente, para un numero determinado de células, Ia
distribucién de centriolos cubierta por cada isolinea puede confrontarse con la libreria

de células silvestres, obteniendo asi un ratio observado/esperado, (Roos) que sera



proximo a 1 en el caso de células con los centriolos polarizados, y menor que 1 si la
distribucién de los centriolos se encuentra alterada. El flujo de trabajo seguido para el

desarrollo de este sistema de cuantificacion se esquematiza en la figura M.6.

Método RPCD

reconocimiento

de bordes i
Sasd 5 Centro!de de
centriolos

Asignacion de centriolos

Libreria de células en la célula modelo

silvestres
(Mc'corr?fsocgl’)'a Tissue Analyzer Modelizacion Representative
Emi > Contornos Hexagonal' Célula _,, Célula modelo Polarized
celulares modelo Icentriolo > Centrioles
Distribution
Esperado
(p-valor<0.05)
Comparaciéon
Ratio (Observado/Esperado)
numero de células
A
reconocimiento
Observado
Sas4 de bordesI Centroide de
I Asl centriolos Asignacién de centriolos
en la célula modelo
Condicion Tissue Analyzer Modelizacion Experimental
Experimental Fmi —p Contornos Hexagonal' Célula __y, Célula modelo Polarized
(Microscopia celulares modelo Icentriolo Centrioles
Confocal) v Distribution
s
e
Observacioén quetas ~ o
e Superposicion
/ Codigo de colores 2 / A
Faloidina > Generacion de |, de mascaras
mascaras

Figura M.6: Flujo de trabajo para el analisis de la distribucion de los centriolos mediante el sistema RCPD.

2. Modelo murino

Para el estudio del papel de p53 y MDM2 en la diferenciacion del epitelio
respiratorio de vertebrados utilizamos tanto células progenitoras de la trdquea de ratén
como células de bronquio humano. Los ratones empleados en esta tesis doctoral fueron
obtenidos en el Centro Usuario de Animales de Experimentacion de Caceres. Todos los
individuos presentaban un fondo genético wild-type C57BL/6J, y las células fueron

aisladas a partir de ejemplares adultos y sanos, tanto hembras como machos.
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2.1 Obtencidn de las células progenitoras de traquea de ratén

Para la obtencion de las células progenitoras de las vias respiratorias de raton,
los animales se sacrificaron mediante dislocacidn cervical, prestando especial atencién
a no dafar el tejido de la traquea en este paso. Una vez sacrificados, los ratones se
inmovilizaron y se rociaron con etanol 70% (Panreac, #131086.1211) para prevenir
contaminaciones. Posteriormente, se realizd una pequefia incisidn en la piel por debajo
del esterndn, y con ayuda de las tijeras, se separd la piel del tejido conjuntivo para
después cortarla longitudinalmente, dejando asi visible la caja toracica y la regién donde
se sitla la traquea. Tras esto, realizamos un corte en el tejido muscular que rodea la
trdquea y una vez liberada, la separamos mediante un corte transversal por encima de
la laringe y otro por encima de los pulmones, obteniendo una seccion de
aproximadamente 7.5mm que transferimos a un tubo con medio Ham’s F12 (Gibco,
#11765-054) suplementado con penicilina/estreptomicina (P/S, Gibco, #15140-122) al
1% a 4°C mientras continuamos con el resto de las disecciones. Una vez aisladas, las
trdqueas fueron transferidas a una placa Petri con el mismo medio y se limpiaron bajo
lupa con la finalidad de retirar vasos sanguineos y tejido conectivo adherido a la traquea.

Posteriormente, se elimind la laringe y se abrid la trdquea longitudinalmente.

Tras la extraccidn y la limpieza de las trdqueas, las secciones se transfirieron a un
tubo estéril y se incubaron toda la noche en agitacién en una soluciéon de pronasa
(Roche, #10165921001) a 1.5mg/ml diluida en medio Ham’s F12 con P/S 1%, para
disgregar el tejido (utilizamos 15ml de medio para 20 tradqueas). Transcurrido este
tiempo, anadimos a la suspension del medio con las células el 10% de suero fetal bovino
(Fetal Bovine Serum, FBS. Gibco, #10500-064) para detener la digestidon con pronasa.
Después, se colectd el medio y los restos de tejido de las traqueas fueron lavados con
medio Ham’s F12 para recuperar mas células, transfiriendo todo el sobrenadante a un
mismo tubo, y centrifugdndolo a 1000xg durante 5 minutos. Una vez centrifugadas, las
células se resuspendieron en Ham’s F12 con DNAsa de pancreas bovino (Sigma, #DN25)
a 0,5mg/ml, y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos para eliminar
las hebras de ADN en las que pueden quedar retenidas las células (utilizamos 10ml para
las células obtenidas de 20 traqueas). Tras la digestion, se centrifugd de nuevo en las

mismas condiciones, y resuspendimos las células en medio de expansién de células



respiratorias, Pneumacult ExPlus completo (StemCell, #05041), ainadiendo 3ml por cada
placa de cultivo utilizada. Este medio se suplementd con inhibidores de la ruta de
TGFB/SMAD para inhibir la diferenciacion de las células basales, asi como para promover
la proliferacién: 1uM DMH-1 (Tocris, #4126) y 1uM A83-01 (Tocris, #2939). Ademas, se
afiadié el inhibidor de apoptosis Y-27632 (StemCell #72304) a una concentracién de
10pM.

Esta suspension de células se sembrd en placas de cultivo primario Primaria
plates (Corning #353802) para favorecer la rdpida adhesion de los fibroblastos
procedentes del tejido conectivo, y asi retirarlos de nuestra suspensidon celular.
Utilizamos dos placas Primaria plate para las células procedentes de 20 traqueas. La
suspension celular se incubé en estas placas durante 4h, manteniéndose a 37°Cy al 5%
de CO;. Transcurrido este tiempo, las células no adheridas se transfirieron a placas de
cultivo de 60mm (Falcon, #353004) previamente tratadas durante al menos 4h con una
solucién de colageno (Gibco #A10483-01) a 50ug/ml, preparada en acido acético 0.02N
(Fluka, #34254). Para expandir el cultivo celular, pasamos de las dos placas de cultivo
primario a ocho placas de 60mm pretratadas, por lo que afnadimos el medio de cultivo
restante suplementado con los inhibidores de diferenciacién y apoptosis. Dejamos que
las células se adhieran durante toda la noche y transcurrido este tiempo se realizd un
lavado con PBS para retirar las células muertas y un cambio de medio (Pneumacult
Explus completo suplementado con los inhibidores). En este momento, se considerd que
las células basales se encuentran en pase 0. El medio fue renovado cada dos dias y las

células se mantuvieron en el incubador a 37°Cy al 5% de CO,.
2.2 Cultivo primario de células de traquea. Expansion y diferenciacion

Una vez que el cultivo celular en pase 0 alcanzé una confluencia del 70-80% de
la placa, en aproximadamente 4-5 dias, las células se lavaron dos veces con PBS y se
incubaron durante 15 minutos a 37°C con PBS-EDTA 0,02% (Fisher, #010700153) para
promover la separacién de las uniones célula-célula. Transcurrido este tiempo, se retird
el PBS-EDTA y se afiadié acutasa (Corning, #25058051), que se incubd a temperatura
ambiente hasta que las células se despegaron de la placa, obteniendo una suspensién

celular. Finalmente, se afiadié medio Pneumacult Explus, y la suspension se centrifugd a
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1000xg durante 5 minutos, resuspendiéndose después en el mismo medio y quedando

asi el cultivo preparado para la realizacién de los distintos experimentos.

Para promover la diferenciacién del epitelio pseudoestratificado a partir de las
células progenitoras de las vias respiratorias de ratén se utilizé el sistema de cultivo ALI
(Air-Liquid Interface), en el cual las células se sembraron sobre membranas porosas
fijadas a un soporte plastico en forma de cesto, que se inserta en los pocillos de una
placa de cultivo multipocillo. Estas membranas porosas, también denominadas
transwells (Corning, #3460), se trataron previamente con colageno a 50ug/ml durante
un tiempo minimo de 4h, y fueron después lavadas con PBS antes de afiadir la
suspension celular. Al iniciar este sistema de cultivo, la suspensidn celular fue afiadida
en la cdmara superior. En la cdmara inferior se afadié Pneumacult ExPlus, hasta cubrir
la base del soporte pléstico. Las células se sembraron a una confluencia de 9x10*
células/cm?, y tras incubarlas toda la noche se renové el medio de la cdmara superior
para retirar las células no adheridas. El medio de ambas camaras fue renovado cada dos

dias hasta que las células tapizaron por completo la membrana porosa (unos 4 dias).

Transcurrido ese tiempo, el medio de la cdmara inferior fue sustituido por medio
de diferenciacion ALl (Stemcell, #05002), mientras que en el espacio superior el medio
de cultivo fue retirado para simular asi la organizacién del tejido en las vias respiratorias,
donde las células estan en contacto con el aire en su cara apical, y en contacto con la
ldamina basal del epitelio en su regién mas basal. Este sistema de cultivo se esquematiza
en la figura M.7. El cultivo en ALI fue mantenido durante 14 dias, tiempo en el que las
células progenitoras completaron la diferenciacion del epitelio pseudoestratificado.

Durante este proceso, el medio inferior fue renovado cada 2 dias.

4 dias 14 dias

Expansién Pocillo con Transwell Air-Liquid Interface (ALf)

&

<3 Células Basales 2 '. Células Muilticiliadas ﬂ,_\,'-, Células Secretoras
T | & ) | @ |

_

Figura M.7: Representacion esquematica sistema de cultivo y diferenciacién de las células progenitoras de las vias
respiratorias de ratén.
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2.3 Cultivos 3D: Organoides de traquea de raton

Para la generacién de cultivos 3D a partir de células progenitoras de las vias
respiratorias de raton, las células se expandieron previamente en Pneumacult ExPlus
suplementado con los inhibidores de diferenciacién y apoptosis como se detalla en el
apartado anterior. Debido a que la matriz de gel utilizada en este proceso solidifica a
temperatura ambiente, fue necesario enfriar previamente la placa multipocillo donde
sembramos las células, asi como las puntas de pipeta y tubos Eppendorf. Antes de
resuspender las células, se prepard una mezcla de matrigel reducido en factores de
crecimiento (Corning, #354230) al 25% en medio de expansion frio. Una vez preparada
la mezcla fue dispensada en los pocillos necesarios para cada experimento. Para tratar
un pocillo de una placa de 96 pocillos utilizamos un volumen total de 100l (25ul de
matrigel y 75ul de Pneumacult ExPlus). Tras dispensar todos los pocillos necesarios para
el experimento, la placa multipocillo fue incubada a 37°C durante 15 minutos, para dejar

asi que el matrigel se solidifique.

Las células fueron despegadas de las placas de expansion y se resuspendieron
como se ha descrito previamente. Una vez contadas, preparamos una suspension celular
en Pneumacult con matrigel al 2%, suplementada con el inhibidor de apoptosis Y-27632
a 20uM. Esta suspensién fue dispensada sobre los pocillos con el matrigel al 25%, y
transcurridas 8-16h las células se situan dentro de esta fase mas densa. En los
experimentos realizados en esta tesis se plaquearon entre 300 y 500 células para cada
pocillo de una placa de 96. El medio superior se renové cada 2 dias, y las células se
cultivaron durante 5 dias, adquiriendo imagenes del crecimiento de los organoides para
su cuantificacion a dia 1, 3 y 5 con el microscopio EVOS Floid Cell Imaging Station

(Invitrogen).

i Formaciéon Formacién
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individualizadas /\\
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Figura M.8: Representacion esquematica sistema de cultivo de organoides de las vias respiratorias de raton.
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3. Células de bronquio humano

Las células humanas utilizadas en esta tesis proceden de biopsias de bronquio de
donantes sanos, y fueron obtenidas a través del Biobanco del Area de Salud de Badajoz

(ref. B.0001437).

3.1 Obtencidn y cultivo de células progenitoras de bronquio humano

Las muestras de biopsias de bronquio humano fueron recibidas en PBS, y lavadas
dos veces con el mismo tampdn. Una vez lavadas, se retird el PBS y las muestras fueron
resuspendidas en pronasa a Img/ml, preparada en medio Ham’s F12 con P/S 1%, para
disgregar el tejido y liberar las células progenitoras. A esta mezcla se afiadié también
DNAsa 0,5mg/ml, para eliminar las hebras de ADN procedentes de las células muertas.
Las muestras se incubaron en esta solucion durante toda la noche a 4°C, y después se
centrifugaron a 1000xg durante 5 minutos. Una vez centrifugadas, se retird el
sobrenadante y las células se resuspendieron en Pneumacult ExPlus con los inhibidores
de diferenciacion y apoptosis DMH-1 1uM, A8301 1uM vy Y-27632 10uM.
Posteriormente, las células sembraron en 2 placas de 60mm tratadas con colageno a
50ug/ml. El medio fue renovado cada 2 dias hasta que la monocapa de células basales
alcanzo una confluencia del 70-80%, momento en el que las células se resuspendieron
utilizando PBS-EDTA y acutasa, siguiendo el protocolo descrito para células de ratén vy

guedando asi listas para utilizar en los distintos experimentos.

Para los experimentos con células diferenciadas llevamos a cabo el mismo tipo
de cultivo ALl ya descrito para las células de traquea de ratén. En este caso, los transwells
previamente tratados con coldgeno se sembraron con 5x10* células/cm?, y el cultivo se
mantuvo en medio de expansidn Pneumacult ExPlus suplementado con los inhibidores
de diferenciacion y apoptosis durante aproximadamente 7 dias, tiempo en el que la
monocapa tapizd por completo la membrana porosa. En ese momento, se retird el
medio de la cdmara superior, mientras que el de la cdmara inferior fue sustituido por
medio de diferenciacién AL, y renovado cada 2 dias hasta que concluyé la diferenciacion
del cultivo, 21 dias en el caso de las células humanas. Para eliminar el moco producido
por el cultivo segln avanzé la diferenciacion, la cdmara superior fue lavada cada 2 dias

con PBS, incubando 5 minutos a 37°C y retirandolo después. Este paso es importante



para que las células sean accesibles a los anticuerpos en los ensayos de

inmunofluorescencia con células humanas.

3.2 Organoides de células de bronquio humano

El protocolo para el cultivo de organoides a partir de células de bronquio humano
difiere considerablemente del seguido para las células de raton. Para generar cultivos
3D a partir de células humanas, las células fueron expandidas hasta alcanzar una
confluencia del 70-80%. Antes de resuspender e individualizar las células, se prepard
una mezcla de matrigel al 40% en medio de diferenciaciéon ALl completo en frio, y se
dispensd en los pocillos necesarios para realizar el experimento. La mezcla de matrigel
y medio ALl se incubd a 37°C durante 15 minutos para permitir que solidificase. Para los
organoides humanos utilizamos placas multipocillo de 24 pocillos, y afiadimos 500ul de
la mezcla de matrigel (300ul de medio ALl y 200ul de matrigel). Una vez que se solidifico,
se prepard una suspension celular con medio ALl y matrigel al 5%. En este caso se
sembraron 30.000 células en 500ul de matrigel al 5%, que fueron después dispensados
sobre los pocillos con el matrigel 40% ya solidificado. El medio superior se renové cada
2 dias y los organoides se cultivaron durante 21 dias. Para la cuantificacidn del tamafio
de los organoides, las imagenes adquiridas en los distintos dias de crecimiento utilizando

el sistema EVOS Floid Cell Imaging Station (Invitrogen) fueron procesadas con ImageJ.

4. Tratamientos en cultivos celulares
Los reactivos quimicos empleados en esta tesis se prepararon siguiendo las
indicaciones de cada fabricante. En el caso de los cultivos control, éstos fueron
incubados con los volimenes correspondientes del solvente. A continuacién, se detallan

los principales reactivos utilizados:

» AMG-232 (Biovision, #9556-1): Inhibidor de la interaccion entre la proteina
p53 y su ubiquitina-ligasa MDM?2. Fue utilizado en los cultivos de células del
sistema respiratorio, tanto en expansion como en diferenciacién, asi como

en cultivos 3D. Disuelto en DMSO (Corning, #25-950) y utilizado a 2,5uM.

» Nutlin-3a (Sigma, #SML0580): Inhibidor de la interaccion entre p53 y MDM?2.

Fue utilizado en los cultivos de células del sistema respiratorio, tanto en
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expansion como en diferenciacidn, asi como en cultivos 3D. Disuelto en

DMSO y utilizado a 2uM.

» DAPT (Tocris #2634): Es un potente inhibidor de la ruta de sefializacion Notch
y actla a través del bloqueo de la y-secretasa, que transduce la sefial de esta
ruta desde el receptor Notch I. Fue utilizado durante la diferenciacion de
cultivos de células de las vias respiratorias de ratén. Disuelto en DMSO y

utilizado a una concentracién de 50uM.
5. Silenciamiento de proteinas en cultivos primarios

Para estudiar el papel de p53 y su ubiquitina ligasa MDM2 en las células
epiteliales de las vias respiratorias, se generaron construcciones lentivirales que
contenian las secuencias de ARN de interferencia (short hairpin RNA, shRNA), que
median el silenciamiento de la expresion de estas proteinas a través de la degradacion
de su ARN mensajero. Para ello, se accedid a la secuencia de los transcritos de estos
genes, se disefiaron las secuencias de ARN de interferencia y se clonaron en el vector
lentiviral, que fue después transfectado junto a otros dos vectores de empaquetamiento
en la linea celular HEK293 para la produccién de lentivirus. Una vez producidos, fueron
concentrados y los cultivos primarios infectados para el silenciamiento especifico de

nuestras proteinas.
5.1 Generacion del vector lentiviral. Clonacion

Las secuencias de los transcritos de Trp53 y Mdm?2 fueron obtenidas de la base
de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Una vez obtenidas,
se utilizé la herramienta de disefio de secuencias de shRNA del GPP Web Portal (Broad
Institute), mediante la cual se obtuvieron varias secuencias candidatas para cada uno de
nuestros transcritos. Las secuencias fueron escogidas en funcién del nivel de
silenciamiento que reportaron en la validacion de éstas. Ademdas de las regiones
complementarias a nuestros transcritos, que comprenden los 21 pares de bases
centrales y que generaran la horquilla de ARN, la coleccién del GPP Web Portal contiene
secuencias para la clonacién en el vector lentiviral comercial pLKO.1. Estas secuencias

hibridan con los extremos generados por las enzimas de restriccion Agel (New England



Biolabs, #3552L) y EcoRl (New England Biolabs, #31015), que se utilizaron en este
protocolo de clonacién. Se seleccionaron tres secuencias de shRNA para cada gen, que

se detallan a continuacion:

Tabla M.2: Secuencias para Trp53 (Cédigo del transcrito: NM_011640.3)

shRNA F CCGGCCACTACAAGTACATGTGTAACTCGAGTTACACATGTACTTGTAGTGGTTTTTG
1 R AATTCAAAAACCACTACAAGTACATGTGTAACTCGAGTTACACATGTACTTGTAGTGG

shRNA F CCGGCTCCAGAAGATATCCTGCCATCTCGAGATGGCAGGATATCTTCTGGAGTTTTTG
2 R AATTCAAAAACTCCAGAAGATATCCTGCCATCTCGAGATGGCAGGATATCTTCTGGAG

shRNA F CCGGCACACCCTGTAAGATTCTATCCTCGAGGATAGAATCTTACAGGGTGTGTTTTTG
3 R~ AATTCAAAAACACACCCTGTAAGATTCTATCCTCGAGGATAGAATCTTACAGGGTGTG

Tabla M.3: Secuencias para Mdm2 (Codigo del transcrito: NM_010786.4)

shRNA F CCGGGTGTACCTCATGCAATGAAATCTCGAGATTTCATTGCATGAGGTACACTTTTTG
1 R AATTCAAAAAGTGTACCTCATGCAATGAAATCTCGAGATTTCATTGCATGAGGTACAC

shRNA F CCGGCGGAACAAGAGACTCTGGTTACTCGAGTAACCAGAGTCTCTTGTTCCGTTTTTG
2 R AATTCAAAAACGGAACAAGAGACTCTGGTTACTCGAGTAACCAGAGTCTCTTGTTCCG

shRNA F CCGGGTGACGACTATTCCCAACCATCTCGAGATGGTTGGGAATAGTCGTCACTTTTTG
3 R AATTCAAAAAGTGACGACTATTCCCAACCATCTCGAGATGGTTGGGAATAGTCGTCAC

Una vez reconstituidas a una concentracién de 100uM, estas parejas de
oligonucleétidos fueron anilladas siguiendo el protocolo 10878 pLKO.1 — TRC Cloning

protocol del repositorio Addgene:

e 2ul oligonucledtido F (/DT)

e 2ul oligonucledtido R (/DT)

e 5Sultampdn 2 10X NEB (New England Biolabs, #E7025)
e Hasta 35ul con ddH;0

Esta mezcla se incubd en el termociclador con el siguiente programa:

1. 4 minutos a 95°C

2. Ramp down de -5°C cada 1 min hasta 20°C

187



El vector lentiviral utilizado en esta tesis fue cedido por Miguel Fidalgo, y
presenta una modificacion sobre el vector comercial, ya que contiene la proteina
fluorescente mCherry a modo de proteina reportera, con lo que podemos verificar la

transfeccion de las células de empaquetamiento para la produccién de lentivirus, asi
como la infeccidén de nuestras células de las vias respiratorias.
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Figura M.9: Esquema del vector utilizado para la clonacién de las secuencias de ARN de interferencia.

De forma simultanea al anillamiento de las secuencias de ARNi, 7,5ug del vector

pLKO.1-mCherry fueron digeridos con las enzimas de restricciéon Agel y EcoRl, segun las
especificaciones de la casa comercial, y purificados mediante el kit Nucleospin
(Macherey-Nagel, #740609.250). Una vez purificado, se procedio a la ligacion entre las

secuencias anilladas y el vector cortado mediante el siguiente protocolo:

5ul de la ligacion de los oligonucledtidos F+R (/DT)
50ng vector pLKO.1 digerido y purificado
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e 10ul tampdn Quick ligase 2X (New England Biolabs, #M2200L)
e 1ul T4 DNA ligasa (New England Biolabs, #M02015S)
e Hasta 20ul con ddH;0

Mediante este disefio, las secuencias de ARNi quedan bajo el promotor U6, que
promovera su transcripcion. El proceso fue el mismo para cada una de las construcciones

de ARNi producidas, tres para p53 y otras tres para MDM?2.

Tras la ligacion, se transformaron bacterias competentes Stbl3 (Thermoscientific,
#C7373-03), que fueron crecidas toda la noche en placas con ampicilina 100pug/ml
(Sigma, #A0166-5G), y posteriormente se realizaron cultivos liquidos de éstas para
proceder a aislar el ADN plasmidico utilizando el kit de purificacion Plasmid miniprep kit
(Thermoscientific, #£0503). Una vez purificadas, las construcciones fueron secuenciadas
en el Servicio de Técnicas Aplicadas a las Biociencias (STAB) de la UEx. El cebador
utilizado para la  secuenciacion de los  plasmidos  pLKO.1  fue:
5'GACTATCATATGCTTACCGT-3’ (IDT). Tras secuenciar los fragmentos, los clones
seleccionados fueron crecidos en cultivos de 100ml para extraer el ADN plasmidico por

Midiprep mediante el kit NucleoBond Extra Midi (Macherey-Nagel, #740410.50).

5.2 Produccion de particulas lentivirales

Para el empaquetamiento de nuestros vectores de ARNi en particulas lentivirales
utilizamos la linea celular HEK293T, cedida por el laboratorio Miguel Fidalgo. Esta linea
celular fue mantenida en medio DMEM (Gibco, #21969-c35) suplementado con FBS al
10%, ademas de L-GIn 1% (Gibco, #25030-024) y P/S 1%. El dia previo a la transfeccién
de nuestros vectores lentivirales, plagueamos 9x10° de células en placas de cultivo de
150mm (Falcon, #353025) (tantas placas como construcciones de ARNi deseemos
producir), y las dejamos crecer durante toda la noche, hasta alcanzar una confluencia

del 60-70%.

Ademads de las construcciones generadas en el apartado anterior, para la
produccién de lentivirus fueron necesarias dos construcciones mas: el vector psPAX2
(Addgene, #12260), que codifica para proteinas lentivirales de empaquetamiento (Gag-
Pol-Rev), y el vector pMD2.G (Addgene, #12259), que contiene la informacién para

generar proteinas de la envoltura virica (VSV-G). En los experimentos de silenciamiento
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con ARNi, se utilizé como control negativo un vector lentiviral que contiene como diana
una secuencia del gen de Photinus pyralis que codifica para la proteina Luciferasa
(GenBank n2 M15077), ademas de la proteina fluorescente mCherry, vector que fue

cedido por el laboratorio de Miguel Fidalgo.

Una vez que el cultivo celular alcanzd la confluencia deseada, se utilizé el método
de la polietilenimina (PEl) (Sigma, #919012) para cotransfectar las construcciones
necesarias para la produccién de lentivirus. Para ello se preparéd una mezcla de los
vectores lentivirales pMD2.G y psPAX2 en NaCl (Panreac, #131659.1214) 150mM,
ademas de la construccién generada para cada uno de nuestros ARNi. En nuestro caso,
preparamos 1’6ml de NaCl 150mM en los que resuspendimos 20ug tanto del vector de
empaqguetamiento como del de envoltura, y 40ug para las construcciones de pLKO.1-
ARNi. En otro tubo con en el mismo volumen de NaCl se afiadieron 16l de PEI 5X, que
se mezclaron con la soluciéon de ADN anterior y, tras incubar 30 minutos a temperatura
ambiente, se dispensaron por goteo sobre el medio de cultivo fresco de las placas de
HEK293T. Las células se incubaron a 37°C y al 5% de CO; durante toda la noche y

transcurrido este tiempo el medio fue reemplazado por medio fresco.

Tras otras 24h de incubacién (48h desde el momento de la transfeccion), el
medio fue colectado y este sobrenadante con nuestras particulas viricas se concentré
mediante centrifugacion en los filtros Amicon Ultra 100KDa (Merk #UFC910096) durante
30min a 3.500xg. Los concentrados de lentivirus fueron alicuotados en volumen
reducido (75ul) para evitar ciclos de descongelado-recongelado. Este proceso fue
realizado también 72h después de la transfeccién, obteniendo asi nuestro concentrado

de lentivirus listo para infectar en los cultivos de interés.

La titulacion de las particulas lentivirales se realizé utilizando el kit UltraRapid
Lentiviral Global Titer Kit (SBI #LV961A-1), que se basa en la extraccién de ARN de células
infectadas para evaluar, mediante qPCR, la proporcidn de células infectadas a través del
analisis de secuencias especificas de la construccién que se integran en el ADN celular.
El titulo de particulas lentivirales en nuestros concentrados fue establecido en

aproximadamente 1x108 particulas infectivas/ml.



5.3 Transduccidn con lentivirus y seleccion de los cultivos celulares

Las particulas viricas producidas fueron utilizadas para el silenciamiento de p53
y MDM2 en cultivos de células progenitoras de las vias respiratorias de raton,
inicialmente expandidas como se detalla en el apartado 2.2. Una vez crecidas, las células
se resuspendieron y se contaron, preparando una suspensién de 25.000 células en 100l
de Pneumacult ExPlus. Se emplearon 25ul de cada concentrado de lentivirus, que fueron
utilizados conjuntamente para cada proteina, de tal forma que el volumen total de
lentivirus afiadido a nuestra suspension celular fue de 75ul. En base al titulo de
particulas lentivirales y al nimero de células (particulas viricas / células infectadas),
podemos calcular un factor conocido como multiplicidad de la infecciéon (MOI): 0.075ml
de concentrado x 10° particulas viricas/ml= 75.000 particulas viricas afiadidas a las
25.000 células, lo que nos da un MOI de 3. Ademas, para incrementar la eficiencia de la
infeccidn, se afiadidé polibrene (Sigma, TR-1003) a una concentracién de 8ug/ml, un
polimero catidnico que actla neutralizando la repulsién de cargas entre el virus y la
membrana plasmatica. Una vez afiadido el polibrene, la mezcla fue homogeneizada e
incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos. Tras la incubacion, se centrifugd
la suspensién celular durante 5 minutos a 1000xg para favorecer mas la interaccién
célula-virus, y las células se resuspendieron en el mismo medio, afiadiendo 2,5ml de
Pneumacult ExPlus con polibrene y sembrando las células en placas de 60mm

previamente tratadas con coldgeno como se describié anteriormente.

Transcurridas 16-18h desde la infeccidn, el medio fue renovado y las células se
incubaron durante toda la noche. Después de este tiempo, se procedié a seleccionar las
células que habian sido infectadas, para lo que utilizamos puromicina (MP Biomedicals,
#100552) a una concentracién de 3ug/ml. La seleccion se mantuvo durante 48h,
renovando después el medio a Pneumacult ExPlus sin seleccion durante 24h mas.
Transcurrido este tiempo, se comprobd la eficiencia de infeccion analizando la
fluorescencia procedente de la proteina reportera mCherry. Una vez seleccionadas, las

células fueron utilizadas para los distintos experimentos.

6. Sobreexpresion de p53 en cultivos primarios
Con el fin de estudiar el efecto de la sobreexpresion de p53 en la proliferacion y

diferenciaciéon de nuestro cultivo primario de epitelio de las vias respiratorias, se
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generaron particulas lentivirales que se utilizaron para dirigir la sobreexpresién de esta
proteina en las células infectadas. Ademas, se utilizé también la construccidon de p53
R175H, una mutacién que afecta a la actividad transcripcional de esta proteina. Como
control se utilizé una construccién sin el inserto para p53. Los vectores lentivirales
utilizados para la sobreexpresion fueron adquiridos comercialmente en el repositorio
Addgene: plenti6/V5-p53-WT (plasmid #22945), plLenti6/V5-p53-R175H (plasmid
#22936). Estos vectores contenian la etiqueta proteica V5 en fase con p53, ademads de

resistencia a blasticidina (Gibco, #A11139-03) para su seleccion en células de mamifero.

La produccién de las particulas lentivirales se llevé a cabo siguiendo el mismo
protocolo descrito en el apartado 5.2, utilizando los vectores pMD2.G y psPAX2 para el
empaqguetamiento y la envoltura, y siendo sustituidas las construcciones de ARNi por los
vectores lentivirales plenti6. Tras la cotransfeccion de la linea HEK293T, los
sobrenadantes de 48h y 72h fueron colectados, modificando el protocolo de
concentracion de particulas viricas. En este caso, los sobrenadantes se concentraron por
centrifugacidn, utilizando un gradiente discontinuo de sacarosa. Para ello, los 25ml de
medio colectados se dispensaron sobre un tubo Falcon de 50ml que contenia 6,5ml de
sacarosa 10% a 4°C. Los tubos se centrifugaron a 10.000xg durante 4h a 4°C, y una vez
centrifugados, se retird el sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en 250ul de

PBS, quedando asi listos para su utilizacién.

La infeccion se realizé como se describe en el apartado 5.3, variando la cantidad
de células utilizadas, 30.000 en este caso, y los volumenes de virus, ya que en este
protocolo de infeccién utilizamos 100ul de los concentrados para incrementar el
numero de células infectadas. La titulacidn, que se realizd con el kit anteriormente
descrito, aportd una concentracidon de 2x10°, y la MOI fue de 6.67. Una vez que la
suspension celular para cada construccion estaba lista para sembrar, se plaqued en una
placa de 35mm (Corning #430165) previamente tratada con coldgeno. Tras 24h se
renovd el medio y la seleccién se realizé durante 72h con blasticidina a una
concentraciéon de 5ug/ml. Las células crecieron sin seleccion durante otras 72h

guedando asi listas para los distintos experimentos.



7. Inmunofluorescencias en células de las vias respiratorias
La localizacién subcelular de las proteinas estudiadas en este trabajo de tesis, asi
como sus niveles de expresion, fueron analizados mediante inmunofluorescencia (IF).
Esta técnica se realizd en cultivos de células de las vias respiratorias de ratén y humano

sembradas sobre transwells.

Para realizar los marcajes, las muestras fueron inicialmente lavadas utilizando
PBS Ca*?/Mg*? para preservar asi las uniones célula-célula. Tras esto, las células se fijaron
con PFA 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente, lavando después las muestras
dos veces con PBS-Triton 0.1% (PBS-t) durante 10 minutos. Tras el lavado, las
membranas porosas sobre las que crecieron las células fueron separadas de los soportes
con ayuda de un bisturi y colocadas en oscuridad en una cdmara humeda. Las muestras
fueron entonces bloqueadas con PBS-t- BSA al 2% durante 45 minutos, y posteriormente
incubadas con los anticuerpos primarios recogidos en la tabla M.4, preparados en la

solucion anterior a 4°C durante toda la noche.

Tabla M.4: Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion de proteinas por inmunofluorescencia

Anticuerpo primario Dilucion Fuente Casa Comercial, Referencia
Anti-p53 1:100 Ratén Cell Signaling, #2524s
Anti-MDM2 1:100 Raton Santa Cruz, #86934s
Anti-p63 1:200 Conejo Abcam, #124762
Anti-SCGB1A1 1:50 Cabra Santa Cruz, #sc9772
Anti-p73 1:200 Conejo Cell Signaling, #14620s
Anti-FOXJ1 1:200 Ratdn Invitrogen, #14-9965-82
Anti-MUC5AC 1:100 Ratén Invitrogen, #MIA5-12178
Anti-Acetil Tubulina 1:200 Ratén Sigma, #6793
Anti-V5 1:200 Raton Sigma, #V8012-50UG
Anti-mCherry 1:200 Conejo Invitrogen, #9A5-34974

Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron con PBS-t durante 1h
(seis lavados de 10 minutos), quedando listas para el marcaje con los anticuerpos

secundarios conjugados con fluordforos (tabla M.5), preparados también en PBS-BSA-t.
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En esta misma solucidn se prepard, cuando fue necesario, la Faloidina fluorescente, asi
como el marcaje de los nucleos con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, Sigma, #62248) a
una concentracidon de 0,3uM. Tras 1h de incubacién a temperatura ambiente, las
muestras se lavaron con PBS-t durante 1h, y los filtros fueron montados sobre
portaobjetos utilizando el medio Vectashield, quedando listos para la adquisiciéon de

imagenes.

Tabla M.5: Anticuerpos secundarios utilizados para la deteccion de proteinas por inmunofluorescencia

Anticuerpo secundario Dilucidon Fuente Casa Comercial, Referencia.
Alexa-Fluor 568 Anti-Rabbit 1:500 Cabra Invitrogen, #A11036
Alexa-Fluor 488 Anti-Rabbit 1:500 Cabra Invitrogen, #A21206

Alexa-Fluor 594 Anti-Goat 1:500 Burro Invitrogen, #A11058
Alexa-Fluor 594 Anti-Mouse 1:500 Cabra Invitrogen, #A11031
Alexa-Fluor 488 Anti-Mouse 1:500 Cabra Invitrogen, #A11001

8. Adquisicidn y analisis de imagenes de microscopia
La adquisicion de imagenes de IF se llevé a cabo en la Unidad de Microscopia del
Servicio de Técnicas Aplicadas a las Biociencias (STAB) de la universidad de Extremadura.
Se utilizd el sistema de microscopia confocal Olympus FV 1000, y las imagenes fueron

procesadas utilizando los softwares ImageJ y Adobe Photoshop CC 2018.

Las imagenes obtenidas de los cultivos de células de las vias respiratorias fueron
procesadas para cuantificar las poblaciones celulares, para lo que se utilizé la sefial
procedente del marcaje con anticuerpos especificos de cada tipo celular. Las areas para
cuantificar fueron definidas a partir de las imagenes obtenidas con el objetivo 40X del
microscopio Olympus FV 1000, con un zoom 2x y una resolucion de 1024x1024. Las
imagenes se separaron por canales y se utilizé el software ImageJ. Para la cuantificaciéon
del area de los nucleos se empled la sefial procedente del marcaje con DAPI, utilizando

la herramienta de definicion de forma del mismo software.

9. Andlisis de proteinas mediante Immunobloting (Western-blot)
Para el analisis de los niveles de expresidn y estados de fosforilacion de proteinas

se utilizd la técnica de immunobloting, que consiste en la separacion de proteinas en



geles de acrilamida, y su posterior transferencia a una membrana, para permitir asi el

marcaje con anticuerpos para su posterior deteccion.

9.1 Preparacion de los extractos proteicos. Lisado
El tampdn de lisis utilizado para la extraccién de proteinas se preparé fresco y
estaba compuesto por Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) (Panreac, A2264), EGTA 1mM (Sigma,
#E-4378) EDTA 1mM, ortovanadato sédico 1ImM (Sigma, #56508-10G), fosfato sédico
5mM (Sigma, #342483-25G), fluoruro sédico 10mM (Sigma # 201154-100G), sacarosa
0,27M (Panreac, #131621.1210), 2-mercaptoetanol 1% (v/v) (Panreac, #A1108.0100)
Tritén X—100 y cdctel de inhibidor de proteasas 1x (Roche, #11873580001).

Para la preparacion de los extractos, las células fueron lavadas con PBS y una vez
retirado, se afiadié el tampdn de lisis a 4°C sobre las placas de cultivo en el caso de las
células en expansién, transfiriendo después el volumen a un Eppendorf. Para los
transwells, las membranas fueron cortadas con bisturi e introducidas en tubos
Eppendorf. La lisis se realizé en agitaciéon y a 4°C, incubando durante 1h. Una vez
transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron en frio durante 30 minutos a
14.000xg para eliminar los restos de membrana y fragmentos celulares no lisados. El
sobrenadante fue transferido a otro tubo y se separaron 5ul para la cuantificacion de la

concentracion de proteinas.

9.2 Cuantificacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas de los extractos celulares se determind por el
método colorimétrico de Bradford empleando el reactivo Coomassie G250 (Bio-Rad,
#5000205) y albumina de suero bovino (BSA, Panreac, # A8412) para elaborar la recta
patron. Para ello, se tomaron cantidades crecientes de BSA, desde 0,25ug hasta 2,5ug
que se diluyeron en agua hasta un volumen final de 160 pl. Las muestras se prepararon
en una placa de 96 pocillos, afiadiendo 1 ul de extracto proteico en 159 pl de agua. Tanto
en las muestras como en la recta patrdn, se afiadieron 40 ul de reactivo de Coomassie,
se homogenizd y se midid la absorbancia a 595 nm en el lector de placas multipocillo
Infinite M Plex (Tecan). La concentracién de proteina de cada uno de los extractos se
determind por extrapolacion a partir de regresion lineal determinada con la recta patrén

construida con las cantidades conocidas de BSA.
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9.3 Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Una vez conocida la concentracion de proteinas, nuestras muestras fueron
mezcladas con el volumen apropiado de tampdn de carga (1/5 del volumen total) para
mantener asi las condiciones desnaturalizantes, incrementar la densidad de la muestra
y permitir la visualizacién del frente por la adicién de azul de bromofenol. Este tampdn
de carga contenia Tris-HCI 6,5 mM pH 6,8 (Panreac, A2264), SDS (10% p/v, Sigma, #161-
031), glicerol (50% v/v), azul de bromofenol (0,025% p/v, Bio-Rad, #1610404) y B-
mercaptoetanol (20% v/v). Una vez mezcladas, las muestras de proteinas fueron
incubadas a 95°C durante 5 minutos para su desnaturalizacién térmica, quedando asi

listas para ser separadas en geles de acrilamida.

La separacion de las proteinas en funcién de su peso molecular se llevé a cabo
en geles de acrilamida—bis-acrilamida segtn el método establecido por Laemmli?*2, Para
ello se prepard primero el gel inferior, con una concentracidn de acrilamida que oscilé
entre el 7,5% y el 12% en funcion del tamafio molecular de las proteinas de interés. Este
gel estaba constituido por acrilamida 40% (18,5-30% v/v, Alfa Aesar, #/60868), Tris 1,5M
pH 8,8 (25% v/v), SDS 10% (1% v/v), persulfato amdnico 10% (0.5% v/v, Panreac,
#A2941) y TEMED (0.05% v/v, Sigma, #T9281). Una vez polimerizado, se preparo el gel
superior, con la misma composicidn, pero una menor concentracidn de acrilamida (4%),
y utilizando Tris 0.5M pH 6.8 en lugar del Tris 1,5M. Se cargaron alicuotas de entre 10ug
y 40ug, ademas del marcador de peso molecular Precision Plus Protein Standards (Bio-
Rad, #161-0374) y la electroforesis se realizd en tampdn Tris/Glicina/SDS (Fisher,
#BP13414). Se empled un voltaje constante inicial de 75V hasta el empaquetado del
frente, modificandose después a 125V. Se utilizé el sistema de electroforesis

Miniprotean 3 (Bio-Rad), y |la fuente de alimentacidon Power Pac 300 (Bio-Rad).

9.4 Electrotransferencia en humedo
Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas separadas en el gel se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, #1620112) por aplicacidon de un
campo eléctrico en una cubeta con tampdn de transferencia compuesto por Tris 25 mM,
Glicina 1,9M y metanol al 20% (v/v). La transferencia se realiz6 a 4°C aplicando una
intensidad de campo eléctrico constante de 1000mA totales por membrana en cada

cubeta. Se utilizo la fuente de alimentacién Consort EV261 (Bio-Rad). Las membranas se



tineron con el colorante reversible Pounceau S. (Sigma #P7170) con el fin de comprobar
la eficacia de la transferencia y la homogeneidad de carga para las diferentes muestras.
Tras esto, el colorante se retiré de las membranas mediante lavados con una solucién

de Tris-HCI 50mM pH 7,5 y tween-20 (0.05% v/v, Fisher #8P337) (TBS-T).

9.5 Marcaje con anticuerpos y revelado de las membranas
Antes de realizar el marcaje de nuestras proteinas con anticuerpos especificos,
las membranas fueron bloqueadas con una solucién de TBS-T a la que se afnadié leche
desnatada al 5% (p/v) con el fin de evitar uniones inespecificas de los anticuerpos. La
incubacidn se realizé a temperatura ambiente en agitacion durante 1h. Los anticuerpos
primarios utilizados para la inmunodetecciéon que se recogen en la tabla M.6 se
prepararon en la misma solucién de bloqueo, y se incubaron durante toda la noche a

4°Cy en agitacion.

Tabla M.6: Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion de proteinas mediante western blot

Anticuerpo primario Dilucion Fuente Casa Comercial
Anti-p53 1:1000 Ratén Cell Signaling, #2524s
Anti-MDM2 1:250 Conejo Santa Cruz, #86934s
Anti-p63 1:1000 Conejo Abcam, #124762
Anti-P73 1:1000 Conejo Cell Signaling, #14620s
Anti-Numb 1:1000 Conejo Cell Signaling, #2756
Anti-Ciclina D1 1:1000 Raton Cell Signaling, #2978
Anti-V5 1:1000 Raton Sigma, #V8012-50UG
Anti-mCherry 1:1000 Conejo Invitrogen, #9A5-34974
Anti-Vinculina 1:1000 Ratén Sigma, #V4505
Anti-GAPDH 1:250 Ratdn Santa Cruz, #sc-365062
Anti-P-p53 (Ser9) 1:1000 Conejo Cell Signaling, #9288
Anti-P-p53 (Ser15) 1:1000 Conejo Cell Signaling, #9284
Anti-P-p53 (Ser20) 1:1000 Conejo Cell Signaling, #9287
Anti-P-p53 (Ser33) 1:1000 Conejo Cell Signaling, #2526
Anti-P-p53 (Ser46) 1:1000 Conejo Cell Signaling, #2521
Anti-P-p53 (Ser392) 1:1000 Conejo Cell Signaling, #9281
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Anti-Ac-p53 (Lys379) 1:1000 Conejo Cell Signaling, #2570
Anti-Ac-p53 (Lys382) 1:1000 Conejo Cell Signaling, #2525

Transcurrido el tiempo de incubacion, las membranas fueron lavadas con TBS-T
cinco veces durante 10 minutos en agitacion, quedando listas asi para el marcaje con los
anticuerpos secundarios correspondientes conjugados con la enzima peroxidasa de
rabano (HRP), recogidos en la tabla M.7. Los anticuerpos secundarios se prepararon

también en solucidn de bloqueo, y se incubaron a temperatura ambiente durante 1h.

Tabla M.7: Anticuerpos secundarios utilizados para la deteccion de proteinas mediante western blot

Anticuerpo secundario Dilucion Fuente Casa Comercial
Anti-Mouse-HRP 1:1000 Cabra Cell Signaling, #70765s
Anti-Rabbit-HRP 1:1000 Cabra Invitrogen #31460

Tras este tiempo, las membranas de nitrocelulosa se sometieron a cinco lavados
con TBS-T, y se incubaron durante 5 minutos con el sustrato quimioluminiscente
Supersignal West Dura (Thermo Scientific). Una vez incubadas, las membranas se
revelaron utilizando el equipo iBright CL1000 (/nvitrogen). Como control interno, para
normalizar los niveles de proteinas entre todas nuestras muestras se utilizé la
inmunodeteccion de vinculina, asi como la tincién de la membrana con Ponceau. La
cuantificacién de la sefial adquirida se realizé por densitometria, utilizando el software
Imagel.

10. Analisis de los niveles de expresiéon por PCR cuantitativa

El analisis de los niveles de expresion de los distintos genes en nuestros cultivos
celulares se realizé mediante la cuantificacién del ARN mensajero (ARNm) presente en
la muestra. Para ello fue necesario extraer el ARNm, que se sometié después a una
reaccion de retrotranscripcion para sintetizar el ADN complementario (ADNc), utilizado

como molde para la PCR cuantitativa.
10.1 Extraccion de ARN

Para la extraccién del ARN mensajero, los cultivos celulares fueron inicialmente

lavados con PBS. La purificacion del ARNm se realizé mediante el kit ilustra RNAspin Mini



(GE Healthcare #2505500-71), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit incluyé
una lisis inicial, un posterior filtrado del lisado total para su precipitacion con etanol 70%,
la transferencia de este volumen sobre una columna de afinidad, donde se realizé una
incubacién con DNAsa para eliminar el ADN gendmico, y tras varios lavados, la elucién
en agua mili-Q libre de RNAsa. Una vez purificado, se determind la concentracién de
ARN midiendo su absorbancia espectrofotométrica a 260nm, asi como la presencia de
proteinas contaminantes mediante la relacidon Aeo/Azs0. Para ello se utilizé el equipo

espectrofotométrico BioPhotometer (Eppendorf).
10.2 Retrotranscripcion

Para realizar la retrotranscripcién del ARN mensajero al ADNc, se utilizé el kit
High-Capacity cDNA reverse transcription (Applied Biosystems, #4368814). Siguiendo el
protocolo establecido por el fabricante, se retrotranscribieron entre 200 y 400ng de ARN

totales.

En este protocolo, la cantidad de ARN establecida se lleva a 10ul de agua
destilada libre de RNAsa para cada muestra. En otro tubo, de forma conjunta para todas
las muestras, se prepara la mezcla del tampdn 10x, los cebadores aleatorios para la
enzima, la mezcla de dNTPs y la retrotranscriptasa. Una vez preparada, se afladen 10yl
de esta mezcla en los tubos con el ARN, quedando listos para la reaccién en el
termociclador. Las muestras se incubaron primero a 25°C durante 10 minutos, después
2h a37°Cy, por ultimo, a 85°C durante 5 minutos. El equipo termociclador utilizado fue
Veriti 96-well Therman Cycler (Applied Biosystems). Una vez finalizada la reaccién de
retrotranscripcion, las muestras se diluyeron 10 veces con agua mili-Q y se utilizaron

para la reaccién de PCR cuantitativa.

10.3 PCR cuantitativa
El andlisis de la expresidon génica se llevd a cabo mediante PCR cuantitativa (qPCR,
Quantitative Polymerase Chain Reaction), utilizando el kit PowerUp SYBR Green Master

Mix (Applied Biosystems #A25742), siguiendo el protocolo establecido por el fabricante.

Se utilizé 1ul de cada muestra del ADNc sintetizado en el paso anterior, que fue
transferido a una placa de 96 pocillos (MicroAmp EnduraPlate Optical 96-Well, Applied

Biosystems, #4483354). En un tubo a parte se prepard una mezcla de 2l de agua mili-
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Q, 2ul de la mezcla de cebadores especificos para cada gen, y 5ul de la master mix del
kit, (9ul en total) que fueron afadidos sobre la muestra de ADNc. Se realizaron
duplicados técnicos de cada gen analizado sobre la misma muestra. El protocolo de qPCR
utilizado consistio en un primer paso de desnaturalizacién a 95°C durante 10 min,
seguida de una repeticién de 50 ciclos, cada uno de los cuales consistié en las tres
siguientes etapas: desnaturalizacion del ADN a 95°C, hibridaciéon de los cebadores al
ADN molde a 60°C, y extension de la nueva cadena de ADN, paso tras el cual es medida
la sefal fluorescente en cada pocillo. Una vez terminada la reaccidn, se incluyé un paso
para analizar la temperatura de desnaturalizaciéon de cada producto de PCR, con el fin
de comprobar la presencia de un Unico producto, validando la especificidad de nuestros
cebadores. Para ello se midié la emision de fluorescencia de SYBR Green durante el
cambio paulatino de temperatura de 60°C a 95°C. El equipo utilizado fue el

termociclador QuantStudio 3 de Applied Biosystems.

Para la cuantificacion, se determiné el ciclo en el que cada muestra superd un
determinado umbral de fluorescencia (Ct) y la amplificacion de los genes Eifla y Gapdh
se utilizd6 como control interno para normalizar la cantidad de ADNc inicial entre las
distintas muestras, calculando asi la expresion de los genes estudiados (ACt). La
expresion relativa de los transcritos se calculd refiriendo los valores obtenidos a nuestra

condicidn basal (sin tratamientos, no diferenciadas, etc), calculando el 22,

Las secuencias de los cebadores utilizados en la qPCR para los genes estudiados
se disefiaron a partir de los exones obtenidos de la base de datos Ensembl y el software
Primer3, y todos los oligonucledtidos fueron disefiados con una temperatura de
hibridacién de 60°C y un tamafio de entre 18 y 25 nucleétidos. Las secuencias para el

estudio de la expresidn de genes murinos se recogen en la tabla M.8.

Tabla M.8: Listado de oligonucleétidos utilizados como cebadores en qPCR en muestras procedentes de ratén

Nombre del gen Secuencia F Secuencia R
Trp63 CAGATTCAGAACGGCTCCTC GATGGAGAGAGGGCATCAAA
FoxJ1 GTTTCATCCACCCATGTTCC GTAGGACCCTTCTGGGCTTC
Scgblal CATCATGAAGCTCACGGAGA AGGTGAGATGCTCGCAGTTT
Scgb3a2 TTCCCTCATTTGATCCCTTG CACGTAGCAAAGGCTTCTCC



Spdef
Krt5
Trp53
Mdm2
Mcidas
Wrd19
Ift81
ID2
Sox2
Sox9
Notch1
Notch2
DIl
Jag1
Jag2

CAGGGCCTGTCTGCTTTCTA
CATCGATTGCACCTGCTCTA
TTTTGAAGGCCCAAGTGAAG
TCGACTTCCAGCAGCATTGT
CAGATCAAGGCAACAACGAA
TCTCCCATAAGCCTTTGCTG
GGGCTTGGTGATTGGAAGTA
CTCCAAGCTCAAGGAATGG
CACAACTCGGAGATCAGCAA

CGACTACGCTGACCATCAGCAA

CACCTGCAGGCAAGATGTTA
ATCTCATCCCTGCGAAAATG
GGTTTGTGTGTGACGAGCAC
TGCAGAACGTGAATGGAGAG
CACACCTGGAGCTGCAGATC

CATCGATTGCACCTGCTCTA
TCCAGCAGCTTCCTGTAGG
GCCATAGTTGCCCTGGTAAG
CCTGGCAGATCACACATGGT
TTAGGGTCACGATTGTGCAG
AGCATTTGCCTCAGGTCAGT
CACTTGGCACCTCCAGTTTT
AGGCTGACGATAGTGGGATG
CTCCGGGAAGCGTGTACTTA
AGACTGGTTGTTCCCAGTGC
AGTTCACAGTGGGGACCAGT
GGCATCTGTAGGAACCAGGA
AGTGCAGTACTGGCCTTTCC
GCGGGACTGATACTCCTTGA
TTCTTTGCCCATCCAGCCAT

Para analizar la expresion génica en muestras humanas por qPCR se utilizaron los

cebadores recogidos en la siguiente tabla:

Tabla M.9: Listado de oligonucleétidos utilizados como cebadores en gPCR en muestras procedentes de humano

Nombre del gen
TP63
FOXJ1
SCGB1A1
SCGB3A2
SPDEF
KRT5
TP53

Secuencia F
CAGATTCAGAACGGCTCCTC
GAACCCCTCAAAGGCAACTT
CTTTCAGCGTGTCATCGAAA
CATCAACAAAGTGCCCCTTC
GTCCGCCTTCTACCTCTCCT
CTTGTGGAGTGGGTGGCTAT
GAAGACCCAGGTCCAGATGA

11. Secuenciacion masiva de transcritos

Secuencia R

CTGGGTAGTCGGTGTTGGAG
CTCATCGAAGTCCAGGCTGT
TGATGCTTTCTCTGGGCTTT

CCTCTGGTCCCAGCTCATT
GAGTGCTCCTCCAAGGTCAG
CGAAACCAAATCCACTACCG
TTCTGGGAAGGGACAGAAGA

Para la secuenciacién masiva de transcritos, el ARN de las muestras fue extraido

como se detalla en el apartado 10.1. Una vez aislado, y las muestras fueron procesadas
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en el Servicio de Técnicas Aplicadas a las Biociencias (STAB) de la Universidad de
Extremadura. Las lecturas fueron obtenidas utilizando el equipo lon Torrent (Thermo
Fisher) y posteriormente alineadas con el genoma de Mus musculus (mm10),
normalizando las lecturas a transcritos por milléon (tpm) mediante el software Express,
con el fin de comparar la expresidn génica entre las muestras. Las lecturas y el
procesamiento de los datos estan recogidos en el repositorio ArrayExpress (E-MTAB-

8852).

12. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido fue utilizada para analizar la morfologia,
distribucién y abundancia de los cilios en las células multiciliadas. Para ello, se
diferenciaron cultivos de células progenitoras de vias respiratorias, y una vez
diferenciadas, los transwells se lavaron con PBS Ca*’/Mg*?, manteniéndolos en el
soporte plastico dentro de la placa multipocillo. Las células fueron fijadas durante 90
minutos a 4°C con glutaraldehido (2,5% v/v, Sigma, #G5882) en una solucion de
cacodilato sddico 0,1M (Sigma, #C0250). Tras la fijacion, se realizaron tres lavados de 5
minutos con cacodilato sédico 0,1M, y posteriormente se incubd durante 2h a 4°C en
tetradxido de osmio (1% v/v, Sigma, #75632). El tetradxido de osmio en exceso fue
eliminado mediante otros tres lavados con cacodilato 0,1M, y las muestras se
deshidrataron con incubaciones de 30 minutos a 4°C en concentraciones de etanol

crecientes, desde el 10% hasta el 100% (v/v).

Tras la deshidratacién de las muestras, la membrana porosa del transwell se
separd del soporte pldstico. A partir de este paso, las muestras fueron procesadas en el
Servicio de Andlisis y Caracterizacidon de Sélidos y Superficies de la Universidad de
Extremadura. El etanol en el que se encontraban los filtros transwell fue sustituido
progresivamente por CO;, y éste fue retirado mediante la técnica del punto critico para
secar por completo las muestras. Una vez secas, las muestras fueron recubiertas de oro
mediante pulverizacion catddica o sputtering, y visualizadas utilizando el equipo Quanta
3D FEG (FEI Company). Las imagenes obtenidas fueron procesadas con los softwares

Imagel y Adobe Photoshop CC 2018.



13. Medida de apoptosis, ciclo celular y senescencia

El andlisis cuantitativo de la apoptosis y el ciclo celular tras los tratamientos con
AMG-232 2,5uM y Nutlin-3a 2uM sobre cultivos primarios de traquea de ratdn se llevd
a cabo en el Servicio de Técnicas Aplicadas a las Biociencias de la Universidad de
Extremadura mediante citometria de flujo. Para ello, se plaquearon 4x10° células en
placas de 12 pocillos tratadas previamente con coldgeno como se detalla en apartados
anteriores. Una vez adheridas, los tratamientos se mantuvieron durante 72h, y las
células fueron después resuspendidas con PBS-EDTA y acutasa. Posteriormente las
muestras se marcaron con Anexina-FITC (1:40 en binding buffer comercial, Invitrogen,
#A131999) para marcar apoptosis, y Hoechst-42 (10ug/ml, Thermo, #62249) para
analizar el ciclo celular, segun las especificaciones del fabricante. Una vez marcadas, se
analizaron 10.000 células en el citémetro de flujo MACSQuant X (Milteny Biotec), y los

datos fueron procesados con el software flowlogic (Milteny Biotec).

Para medir los niveles de senescencia tras el tratamiento con Nutlin-3a se utilizé
tanto el sustrato fluorescente de la B-galactosidasa C12FDG (/nvitrogen, #D2893),
ensayo que se realizé mediante citometria de flujo, como el kit de marcaje B-gal staining
kit (Cell Signaling, 9860s) para su analisis por microscopia. Para el ensayo de citometria,
las células en expansién fueron incubadas con Nutlin-3a 2uM durante 72h y transcurrido
este tiempo fueron marcadas con C12-FDG a una concentracion de 60uM y Hoechst
3358 a 10ug/ml (Thermo #H3569), para asi ser analizadas en el citometro MACSQuant
X. El kit de marcaje B-gal staining kit se utilizdé tanto para células en expansién como
para cultivos diferenciados. Para las células en expansién, éstas se sembraron sobre
placas de cultivo de 35mm, el tratamiento durd 72h y se siguio el protocolo especificado
por el fabricante, fijando un tiempo de incubacion de 18h para el tampdn B-Gal stainnig.
En el caso de los cultivos diferenciados, el tratamiento con Nutlin-3a se mantuvo
durante toda la diferenciacidn y tras alcanzar el dia 14 de la misma, se siguid el protocolo
de marcaje del kit. Las imagenes se obtuvieron con el microscopio éptico Olympus BX51

y la cdmara Olympus DP72, y se procesaron con el software Adobe Photoshop CC 2015.
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14. Ensayo de la integridad de la monocapa celular
Para evaluar la integridad del epitelio pseudoestratificado de los cultivos in vitro
de células de las vias respiratorias tras los tratamientos con Nutlin-3a y AMG-232, se

realizé un ensayo de biotinilizacidon apical sobre las células diferenciadas.

Para este experimento se diferenciaron cultivos de células de las vias
respiratorias de ratdon hasta ALl 14 en presencia de AMG-232 2,5uM y Nutlin-3a 2uM.
Una vez concluida la diferenciacion, la placa de cultivo con los transwells fue transferida
a hielo, se aspiré el medio y se anadié tampon salino HBSS (Hank's Balanced Salt
Solution, Gibco, #14025-092) a 4°C en las camaras superior e inferior para lavar las
células. Posteriormente se retird el tampdn de la cdmara superior y se sustituyd por una
solucion fria de Biotina-sulfo-NHS-LC (Thermo Scientific, #21335) a una concentracion
de 2mg/ml en HBSS. En la cdmara inferior se mantuvo el HBSS sin biotina. Se realizaron
dos incubaciones de 20 minutos cada una y, posteriormente, las muestras se fijaron
durante 30 minutos con paraformaldehido 4%, lavando después con HBSS tres veces
durante 5 minutos. Tras los lavados, se incubd con Estreptavidina-Alexa 555 (1:500,
Invitrogen, #532355), Faloidina-Alexa 488 (1:500, Invitrogen, #A12379) y DAPI 3uM en
PBS-t durante 2h a temperatura ambiente y en oscuridad. Transcurrido este tiempo, las
muestras se sometieron a 4 lavaros con PBS-t durante 10 minutos cada uno, y fueron
montadas sobre portaobjetos utilizando el medio de montaje Vectashield. Las imagenes
fueron adquiridas con el microscopio confocal Olympus FV 1000y procesadas utilizando

los softwares ImageJ y Adobe Photoshop CC 2018.

15. Ensayo de Doubling Time
La capacidad de proliferacién celular de los cultivos bajo los distintos
tratamientos y silenciamientos génicos fue evaluada mediante el analisis del tiempo en
el cual el nimero de células iniciales se duplicd, conocido como Doubling time. Para ello,
se plaqued un nimero constante de células de entre 8 y 10 x103 en placas mutlipocillo
de 12 pocillos (Corning, #3513) y se incubd hasta que los cultivos estuvieron a una
confluencia del 70-80%, teniendo en cuenta las horas transcurridas desde la siembra.

Tras esto, las células fueron despegadas y contadas para plaquear de nuevo el mismo

(t2-t1)log2

logc2—logc1’ donde t>-t,

numero de células en el siguiente pase. Se utilizd la ecuacién

expresa el tiempo transcurrido entre la siembra y la recoleccion de células, c1 es el



numero de células plaqueadas y c; el nimero de células totales recolectadas del pocillo.
El cultivo fue mantenido durante al menos 6 pases y las condiciones experimentales se

plaguearon por duplicado.

16. Medida de la resistencia eléctrica Transepitelial (TEER)

Las células epiteliales de las vias respiratorias fueron plaqueadas en transwells
segun se describe anteriormente. Transcurridas 24h desde la siembra y a lo largo del
proceso de diferenciacidn, la resistencia transepitelial (Transepithelial Electrical
Resistance, TEER) fue medida utilizando el equipo EVOM3 (World Precision Instruments).
Para ello el medio PneumaCult fue sustituido momentaneamente por medio DMEM
suplementado con FBS al 10%, ademas de GIn 1% y P/S 1%, que se colocé en ambas
camaras del pocillo transwell. Como blanco se utilizé un transwell con medio de cultivo

sin células. Los valores obtenidos fueron normalizados a K-Ohm/cm?.

17. Medida del batido de los cilios

Para medir la frecuencia del batido de los cilios de las células multiciliadas, los
cultivos se diferenciaron hasta ALl 14, momento en el cual la cdmara superior de los
transwells fue lavada con PBS Ca*2/Mg*? a 37°C para eliminar el moco secretado por las
células. Tras incubar durante 10 minutos, el PBS fue retirado y sustituido por una
suspension que contenia 5ul de bolas magnéticas (Dynabeads Streptavidin C1,
Invitrogen, #65001) en 300ul de PBS Ca*?/Mg*?, suspensién que fue incubada durante
otros 10 minutos para permitir la decantacién de las bolas magnéticas sobre las células.
Posteriormente se retird el volumen de la cdmara superior y se dejé que las bolas
magnéticas se fijasen a las células mediante una incubacién de 90 minutos a 37°C. En el
momento de adquirir las grabaciones, se afiadieron 100ul de PBS Ca*?/Mg*? sobre los
transwells y éstos se colocaron en el microscopio invertido Motic AE20. Las grabaciones
fueron adquiridas con la cdmara de un iPhone XS (Apple Inc.) a 240 fps y analizadas con
el software MATLAB a través de una aplicacion desarrollada en nuestro laboratorio para
seguir el movimiento de las bolas magnéticas en las peliculas adquiridas. Los resultados

de frecuencia se expresaron en s

18. Analisis estadistico
Todos los experimentos descritos en esta tesis se realizaron empleando, al

menos, dos réplicas bioldgicas con al menos cuatro réplicas experimentales de cada
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condicién. Los datos representados se muestran como media + desviacion estandar
(s.d.) y se han analizado mediante el test T de Student para muestras no pareadas. La
generacioén de graficos y la significacién estadistica han sido obtenidas empleando el

software GraphPad 6.0
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