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“You may not control all the events that happen to you,

but you can decide not to be reduced by them”

Maya Angelou
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Chromosomal Instability, or CIN, has been extensively related to
carcinogenic development given that it is present in a high percentage of
the epithelial tumors. CIN induction generates a high rate of aneuploidies,
generating important levels of cell stress and activating response
mechanisms as JNK or JAK/STAT pathways.

One of the main factors in tumor progression is the development of
invasiveness capacities. Using a chromosomal instability model
combined with cell death blocking, we were able to detect the presence
of two different migrating models in the invasiveness population. This
migrating phenotype was mainly composed by two different cell groups
mostly exclusive: one migrating model guided by JNK pathway, whose
role in invasiveness was previously characterize by our lab, and another
migrating model dependent of the JAK/STAT pathway and the
proinflammatory cytokine UPD3.

Related with that second population, dependent on the JAK/STAT
pathway, we described that it controls cell invasiveness mediating a non-
apoptotic function of caspases by the regulation of the proapoptotic gene
hid. As a result of the systemic effect originated by the tumor, JAK/STAT
pathway and caspases pathway were overactivated during tumor
progression, and, in consequence, its invasiveness capacity also
increased over time. Altogether, these results provide a new perspective
of tumoral development and its interaction with other tissues, but also, a
new non-apoptotic role of caspases that is crucial for carcinogenic

progression.
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Capitulo 1: Inestabilidad genéticay cancer

1.1 Incidencia y actualidad del cancer

El término ‘cancer’ se utiliza de forma genérica para referirse a un amplio
namero de enfermedades que engloban mas de 100 tipos diferentes de
patologias. Los primeros indicios de esta enfermedad se remontan al
antiguo Egipto donde se han encontrado momias con dafios en el tejido
gue habrian sido causados por tumoraciones en cabeza o cuello, asi
como referencias en textos antiguos de los primeros tratamientos
quirtrgicos que consistian en la cauterizacién rudimentaria del area

afectada.

Sin embargo, fue Hipécrates (460-370 a.C.), “el padre de la medicina”,
quien dio nombre por primera vez a dicha patologia. El término cancer
proviene del latin karkinos, que significa cangrejo, cuya relacion no esta
clara, pero una hipétesis es que podria deberse a la gran tenacidad con

gue dichos animales se aferran a su presa.

Hasta nuestros dias, son muchos los avances que se han hecho en el
entendimiento y tratamiento de dicha enfermedad, sin embargo,
actualmente el cancer constituye una de las principales causas de
mortalidad a nivel mundial y el prondstico futuro es de momento poco
esperanzador. De acuerdo con La Agencia Internacional de Investigacion
en Céancer se estimé que en 2020 se diagnosticaron 19,3 millones de
nuevos casos y se prevé, de acuerdo con la tendencia al alza, que dicho

valor ascenderd a 30,2 millones para el afio 2040.

De acuerdo con los datos aportados por la GCO (Global Cancer

Observatory), a nivel mundial, el orden de mortalidad lo encabeza el

15



cancer de pulmon, seguido del cancer colorrectal, cancer hepatico,

cancer de estobmago y cancer de mama (Figura 1).

PULMON

1.796.144 (18%

OTROS
2.904.039 (29,2%
- COMORREGTD
TOTAL: 9.958.133 LS
L\EU?EM!A L HIGADO
830.180 (8,3%)
CUE‘LL’(‘]"UTE‘BINO v

PROSTATA v

PANCREAS L

pacoiac) o _ESOFAGO

Figura 1. Incidencia de canceres en Espafia. Porcentajes de incidencia
de los principales canceres en 2019 (Junttila and de Sauvage et al 2020).

Los tumores pueden clasificarse en tumores liquidos, presentes en los
fluidos corporales, o tumores sélidos, constituidos por una masa anormal
de tejido que carece de quistes y areas liquidas. De ambos grupos, la
incidencia en adultos es mayoritariamente de tumores sélidos,
responsables del 90% de los casos anuales, dada su alta correlacion con
los canceres de mayor incidencia respecto a los datos de la GCO. Esto
los convierte en uno de los grandes objetivos de estudio para la
comunidad cientifica en la desesperada busqueda de encontrar
tratamientos mas eficientes capaces de reducir la mortalidad de dicha

patologia.
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1.2 Signos distintivos del cancer

En el afio 2000, Hanahan y Weinberg publicaron un modelo pionero que
definia los 6 sellos distintivos que caracterizan un tumor maligno a los
que denominaron “Signos Distintivos del Cancer” y que consisten en:
autonomia de sefiales de proliferacion, evasion de sefiales de supresion
del crecimiento, resistencia a la muerte celular, potencial replicativo
ilimitado, angiogénesis, actividad invasiva y metastatica (Hanahan and
Weinberg 2000).

Tiempo después, en una revisidon publicada en 2011, incrementaron
hasta 10 dichos sellos caracteristicos. Por un lado, afladieron dos nuevas
caracteristicas a las que denominaron “signos emergentes”,
responsables de facilitar el desarrollo y progresion de la enfermedad. Los
signos emergentes consistian en primer lugar en una reprogramacion del
metabolismo energético de la célula para hacer sostenible un modelo de
crecimiento y proliferacion continuos y, en segundo lugar, la capacidad

de las células cancerosas de evadir al sistema inmune.

Por otro lado, describieron que las razones subyacentes del desarrollo
canceroso estaban mediadas por dos factores fundamentales. Dichos
factores, a los que denominaron “factores capacitadores”, eran por un
lado el estado inflamatorio generado por las células del sistema inmune
en tejidos que aun no se han malignizado y, por otro lado, la inestabilidad
gendmica, responsable de generar mutaciones aleatorias capaces de
acelerar y orquestar dicha evolucion (Hanahan and Weinberg 2011)
(Figura 2).
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Figura 2. Sellos distintivos del cancer segun Hanahan y Weinberg.
Conjunto de elementos denominados en inglés “Hallmarks of cancer”
(Hanahan and Weinberg 2011).

En concordancia con esta nueva forma de caracterizar los tumores, el
concepto de cancer fue evolucionando a una perspectiva mas amplia en
la que se ponia de manifiesto que no se trataba simplemente de una
poblacién de células aberrantes aisladas que proliferaban sobre un tejido
sano, sino de un ecosistema en el que convivian muchos tipos celulares
diferentes que podian desempefiar diversas funciones en la progresion y
prognosis de la enfermedad (Junttila and de Sauvage 2013) (Figura3).

De esta forma, se introdujo el concepto de un microambiente
heterogéneo, donde el nicho del tumor es una estructura dinamica que
evoluciona de forma conjunta con la matriz extracelular, el endotelio
vascular, estromal y células del sistema inmune (Hanahan and Coussens

2012).
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Figura 3. Microambiente tumoral. Ecosistema de un tumor entendido
como se propone en Junttila y de Sauvage et al 2013, constituido por
multiples grupos celulares que le otorgan una gran heterogeneidad.

Este concepto mas amplio de los fendbmenos cancerosos pone de
manifiesto la dificultad para tratar una enfermedad cuya complejidad

radica en el amplio numero de factores determinantes y variables en cada

caso particular.
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1.3. Inestabilidad Cromosdmica en la progresion tumoral

La inestabilidad gendmica (Gl), presente en la mayoria de los canceres
de origen esporadico, ha sido relacionada con el desarrollo de dicha
patologia desde hace més de 100 afios cuando se describid su presencia
en canceres epiteliales en 1890 por el cientifico aleman Hansemann.
Desde principios del siglo XX, ya se planteaban hipétesis acerca de que
el desarrollo de dicha enfermedad podria estar relacionado con la pérdida
de determinados cromosomas, que serian portadores de lo que mas

adelante se denominarian supresores tumorales (Boveri 1914).

La inestabilidad gendémica engloba la inestabilidad de microsatélites
(MSI), la inestabilidad gendmica generada por el incremento de
mutaciones de pares de base y la inestabilidad cromosdmica, siendo esta
Gltima la principal y mas conocida forma de inestabilidad genémica (Wei,
Cheng et al. 2016).

La inestabilidad cromosdmica, también conocida como CIN (de sus siglas
en inglés Chromosomal Instability), es considerado uno de los sellos
distintivos fundamentales en el desarrollo del cancer. Se define como los
cambios en el nimero o estructura de los cromosomas a lo largo del
tiempo en las células cancerosas respecto al resto de células del tejido

(Negrini, Gorgoulis et al. 2010).

Esta ampliamente descrito que CIN esta presente en el 70-80% de los
tumores de pulmén, 65-70% de los tumores de colon, 95% de los tumores
de higado, 50% de los tumores gastricos y 75% de los tumores de mama
(Turajlic and Swanton 2016) (Masuda and Takahashi 2002) (Voutsadakis
2021) (Pino and Chung 2010) (Chen, Zhang et al. 2019). Sin embargo, a
pesar de haber sido propuesto en numerosas ocasiones como un

elemento que contribuye al éxito en la colonizacion de otros tejidos,
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todavia hay muchas incégnitas abiertas en la comprensién de dicho
proceso (Hingorani, Wang et al. 2005).

La inestabilidad cromosémica se caracteriza por producir una alta tasa
de fallos durante la segregacion de los cromosomas que dard lugar a
importantes aneuploidias generadas de manera aleatorias (Wei, Cheng
et al. 2016). Dichas aneuploidias pueden estar constituidas tanto por la
ganancia como por la pérdida del material genético. Tanto en levaduras
como en mamiferos, el aumento del material genético se ha visto que
puede ir acompafado de un incremento en la trascripcion de dichos

genes (Torres, Williams et al. 2008) (Pavelka, Rancati et al. 2010).

Respecto a la pérdida de autosomas, en levaduras se ha visto que la
presencia de monosomias puede producir un fenbmeno poco comun
denominado endorreduplicacién (Reid, Sunjevaric et al. 2008). A pesar
de ello, no existe un consenso universal acerca de la correlacion entre
namero de copias de un gen y su expresion, y actualmente lo mas
aceptado es la presencia de mecanismos especificos de especie para
responder ante variaciones del numero de copias de un gen (Pfau and
Amon 2012).

A dia de hoy, la contribucion de las aneuploidias todavia presenta una
fuerte controversia entre si es causa 0 consecuencia del desarrollo del
cancer (Sen 2000). Sin embargo, se sabe que la presencia creciente de
aneuploidias contribuye a la progresion carcinogénica al incrementar
tanto la diversidad genética como la inestabilidad gendmica del tejido,
promoviendo asi las probabilidades de adquirir alteraciones que
contribuyan a la transformacion maligna (Figura 4) (Pfau and Amon
2012).
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Figura 4. Aneuploidia y carcinogénesis. Esquema propuesto en
Pfau and Amon 2012 donde muestran la contribucion de las
aneuploidias a la progresion carcinogénica.
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1.4 CIN, fuente de aneuploidias

Durante la divisién celular, la fidelidad de la mitosis depende de la
correcta separacion de las cromatidas hermanas, que se mantienen
unidas por una proteina denominada cohesina la cual es degradada por
la separasa. Sélo cuando los cromosomas se disponen en la orientacién
adecuada, la separasa se activa y procesa la cohesina, generando la
separacion de las dos crométidas, y asegurando asi una distribucion
equitativa del genoma (Silva, Mirkovic et al. 2018). Los genes
responsables de monitorizar dicho proceso son los denominados genes
SAC por sus siglas en inglés (spindle-assembly checkpoint) que estan

conservados en todos los eucariotas (Musacchio and Salmon 2007).

La activaciéon de los genes SAC da lugar al complejo MCM (mitotic check
point), constituido por MAD2 (mitotic-arrest deficient), BUBR1 y BUB3
(budding uninhibited by benzimidazole), y su unién a la proteina CDC20
(cell divisibn cycle 20), un cofactor de la ubiquitin-ligasa APC/C

(anaphase-promoting complex/cyclosome) (Yen 2013).

De esta manera, los genes SAC regulan negativamente la habilidad de
CDC20 de activar APC/C, cuya activacion genera la protedlisis de la
cicina B, inactivando la kinasa mitética CDK1 (cyclin-dependent
kinasel), responsable de promover la salida de la mitosis. Por otro lado,
APC/C también degrada al inhibidor estequiométrico de la separasa, la
securina. De esta manera, el control del CDC20 permite prolongar la
prometafase hasta que todos los cromosomas se hallen en la orientacion
adecuada. (Musacchio and Salmon 2007) (Santaguida and Amon 2015).
Dado que dicho complejo es el responsable de mantener la cohesién de
las dos crométidas hermanas, problemas en el funcionamiento de este
complejo convergen en la escisibn prematura de la cohesina, y el

consecuente incremento de errores de segregacion y células hijas
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aneuploides (Musacchio and Salmon 2007, Foley and Kapoor 2013)(

Figura 5).

A (SAC o)

Prometafase
Inactivo Inactiva

BUBR1

&

APC/C Inactivo

B [ SAC Inactivo |

Metafase-Anafase

Activa

Figura 5A. Prometafase con los genes SAC activos. En esta situacion el
complejo APC/C se encuentra bloqueado por el complejo MCM, CDK1 se
encuentra activo por la union a la ciclina B y la separasa inactiva por su

unién a la securina.

Figura 5B. Metafase-Anafase con los genes SAC apagados. En dicha
situacion la falta del complejo MCM permite que la CDC20 y APC/C estén
activos y procesen la securina y la ciclina B. activando de esta forma la
separasa que inducira la separacion de las dos croméatidas hermanas.
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1.5 Drosophila como organismo modelo

Drosophila melanogaster, cominmente conocida como la mosca de la
fruta, ha sido ampliamente utilizada como organismo modelo para el
estudio de diversas disciplinas desde que Charles W. Woodworth la
propusiera por primera vez como un modelo genético en 1900. Su alta
homologia con el genoma de los seres humanos la convierten en un
modelo muy Gtil donde estudiar numerosas patologias humanas. De
hecho, aproximadamente el 65% de las patologias de los seres humanos
pueden estudiarse en este modelo dado que presentan un homaélogo en

mosca (Ugur, Chen et al. 2016) .

Tanto es asi que ha sido utilizada en numerosas ocasiones para estudiar
distintos cénceres, asi como dianas terapéuticas o tratamientos de
distintos farmacos (Mirzoyan, Sollazzo et al. 2019). Una de sus
principales ventajas, ademas de su rapido ciclo de vida (Figura 6A), es el
requerimiento de pocas mutaciones para el desarrollo tumoral, haciendo
mucho mas accesible el estudio sistematico de la carcinogénesis
(Brumby and Richardson 2005) (Pastor-Pareja and Xu 2013).

El disco imaginal de ala es un epitelio en monocapa que prolifera
activamente durante el desarrollo larvario. A nivel apical, esté limitado por
la membrana peripodial y, basalmente en hasta el notum por una capa
de mioblastos dispuestos sobre la matriz extracelular (Mirzoyan, Sollazzo
et al. 2019) (Figura 6B-C). Este 6rgano es comparable con los epitelios
de mamiferos tanto a nivel bioquimico como morfoloégico (Wodarz and
Néthke 2007), lo que lo convierte en una estructura de gran utilidad para
el estudio del mecanismo subyacente que se encuentra tras el

crecimiento de los tumores (Dekanty, Barrio et al. 2012) .

25



A 10 dias

i d - e d 'ﬂ(\‘

A
Embrion Larval1  Larval2 Larva L3 Pupa Adulto
B body wall
pm
hinge
’ pouch
I GAL 4 | 1
Promotor especifico
de tejido
UAS
ey —v N I S—TR— |
[ DiscodeAla | GAL 4 | Expresién
F1 del gen
I UAS [ Gen de interés o RNAT ]

Figura 6A. Ciclo de vida de D. melanogaster. En D. melanogaster la
transiciéon de embrién a adulto se produce en un periodo de 10 dias.

Figura 6B. Disco imaginal dispuesto en orientacion lateral. Disco de larva
L3 de D. melanogaster marcando el tejido pseudoestratificado y la membrana
peripodial (pm).

Figura 6C. Disco imaginal dispuesto en orientacién frontal. Disco de larva
L3 de D. melanogaster dispuesto en orientacion frontal, donde se marcan los
ejes anterior-posterior (A-P) y dorsal-ventral (D-V).

Figura 6D-E. Sistema UAS/GAL 4. La combinaciéon de la proteina GAL4,
regulada por un promotor especifico de tejido, y el gen a expresar,
dependiente de dicha proteina, hacen que, mediante un cruce simple, se
generen individuos portadores de la expresion deseada.
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Una de sus principales herramientas es la utilizacion del sistema
GAL4/UAS, el cual permite expresar especificamente uno o varios genes
en un tejido o poblacion celular (Brand and Dormand 1995). Consta de
dos componentes, en primer lugar, el GAL4 que es un activador
transcripcional procedente de la levadura y que posee una expresion
especifica de tejido. En segundo lugar, un transgén que se expresara
bajo el control del del GAL4 elegido (Elliott and Brand 2008). Dicho
mecanismo otorga una gran simplicidad al sistema que puede generarse
con un simple cruce, dando lugar a individuos portadores de la expresion
deseada (Figura 6D-E).

1.6 CIN como modelo de carcinogénesis

CIN ha demostrado ser altamente dafiino para las células, lo cual supone
que, por si solo no es suficiente para generar situaciones aneuploides
estables (Thompson and Compton 2008). Sin embargo, como se ha
explicado con anterioridad, un genoma descompensado genera, en
consecuencia, un metabolismo celular descompensado, y esto puede
implicar un aumento del estrés celular (Joy, Barrio et al. 2021). Tanto es
asi, que la presencia de células aneuploides se ha relacionado con una
sobreactivacion de genes de respuesta a estrés, asi como la activacion
de vias de respuesta al dafio del ADN (Janssen, van der Burg et al. 2011,
Sheltzer, Torres et al. 2012, Tang and Amon 2013).

CIN puede ser generado de diferentes maneras, una de ellas es mediante
ARN de interferencia especifico para los genes SAC. Esto genera una
gran cantidad de células aneuploides que delaminan del epitelio principal

y son eliminadas del tejido por la activacion de apoptosis dependiente de
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JNK (c-Jun N-terminal kinase). De esta manera, se evita el crecimiento
tumoral de dichas células (Clemente-Ruiz, Murillo-Maldonado et al.
2016).

Por el contrario, si la via apoptoética es bloqueada mediante el uso de la
proteina de baculovirus p35, se genera un modelo estable donde las
células aneuploides sobreviven y son acumuladas en el tejido,
mimetizando asi el comportamiento de los tumores en humanos, y donde
JNK se convierte en un factor promotor de la carcinogénesis
(Muzzopappa, Murcia et al. 2017). Dicho modelo sera referenciado

también durante este trabajo como tumores CIN.

El bloqueo de la muerte de dichas células aneuploides hace que
permanezcan en el tejido, y se conviertan en fuente continuada de
moléculas miogénicas como Wg (Wingless) o la IL-6, induciendo asi la
proliferacion del tejido. Esto da lugar a un aumento de los eventos CIN,
gue se traduce en el aumento de la poblaciéon de células aneuploides, y
otorga al tumor la capacidad de crecimiento ilimitado. A su vez, también
induce la sobreexpresién de MMP1 (matric metalloprotease 1) que lleva
a cabo la degradacion de la membrana basal (Dekanty, Barrio et al. 2012,
Morais da Silva, Moutinho-Santos et al. 2013, Muzzopappa, Murcia et al.
2017) (Figura 7).

Es interesante destacar que durante este proceso se produce el arresto
de las células aneuploides en la fase G2 del ciclo celular. Este proceso
se ha relacionado principalmente con la activacion de JNK, que afecta
tanto al arresto como al incremento del tamafio nuclear y celular (Joy,
Barrio et al. 2021).
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Figura 7. Acumulacion de MMP1 en tejidos CIN p35. Comparacion de
la acumulacion de MMP1 en una situacion CIN (apGAL4>MyrT, bub3-
ARNi) con muerte activa o un tumor CIN con muerte bloqueada
(apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35).

1.7 CIN, inductor de invasion celular en tejidos epiteliales

Como ya se ha mencionado con anterioridad, la presencia de CIN esta
normalmente asociada con una peor prognosis y una mayor agresividad
de los tumores. De hecho, en modelos de cancer de mama, se ha
correlacionado la presencia de senescencia inducida por aneuploidias

con un aumento de la invasividad celular (He, Au et al. 2018).

En 2018, nuestro laboratorio describid que los tumores CIN eran capaces
de inducir un comportamiento invasivo de estas células altamente
aneuploides, que adquirian la habilidad de abandonar el compartimento

de origen (Figura 8).
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Figura 8. Induccidén de migracién celular en tejidos CIN p35. Disco
de ala de Drosophila melanogaster con el promotor apGAL4>. Tanto el
tejido salvaje (apGAL4>MyrT) como el CIN (apGAL4>myrT; bub3-i)
carecen de células invasivas. Por el contrario, el tejido CIN; p35
muestra la presencia de un alto nimero de células en el compartimento
proximo de disco. Las imagenes presentan una barra a escala de 50
pm.

Dentro de la poblacibn migrante se encontraron dos tipos de
conformaciones celulares diferentes: estructura de filopodio (morfologia
similar a la mesenquimal con filopodios ricos en acto-miosina) vy
estructura de burbuja (morfologia circular de su membrana que las

asemeja a una burbuja) (Benhra, Barrio et al. 2018) (Figura 9).

30



Estructura de Filopodio Estructura de Burbuja

Figura 9. Conformaciones de células migrantes en tejidos CIN p35.
Dos conformaciones de células migratorias presentes en un tumor CIN:
conformacion de filopodio (izquierda) y conformacion en burbuja
(derecha).

Dicho fenbmeno invasivo dependié de la activacion de dos vias. Por un
lado, la via de sefalizacion de JNK, responsable de fosforilar al factor
transcripcional Fos, responsable de modular el citoesqueleto de acto-
miosina, y de esa manera controlar el fenotipo invasivo de estas células
migratorias. Por otro lado, la via EGFR/ERK contribuyé a la invasividad
mediante el bloqueo de un supresor metastatico clave en mamiferos
denominado CIC (Capicua) (Benhra, Barrio et al. 2018).
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Capitulo 2: Muerte celular programada

2.1 Apoptosis

La apoptosis, también llamada “muerte celular programada” o “suicidio
celular”, es uno de los tres mecanismos descritos por los que las células
pueden ser eliminadas del tejido, junto con la necrosis y la autofagia

asociada a muerte celular (Hotchkiss, Strasser et al. 2009).

El término “apoptosis” fue acufiado por primera vez por Derr Wyllie y
Currie en 1972 para describir un fenotipo de muerte celular donde, en
primer lugar, se producia la compresion del nicleo y la condensacion del
citoplasma, seguido de la ruptura de la célula. En segundo lugar, los
cuerpos apoptéticos generados de su ruptura eran fagocitados y

degradados por la encimas lisosomales (Kerr, Wyllie et al. 1972).

De manera natural, la apoptosis se encuentra presente a lo largo del
desarrollo y su funcion radica en mantener la homeostasis de los tejidos
eliminando aquellas células sobrantes cuya presencia puede obstaculizar
la formacién correcta del tejido (Meier, Finch et al. 2000). También puede
producirse en respuesta a distintos estimulos como células dafiadas o
gue el sistema inmune reconoce como aberrantes (Norbury and Hickson
2001), pero no todas las células reaccionan de igual manera a los

estimulos apoptoticos.

La muerte celular programada es un proceso altamente coordinado y
dependiente de energia que conlleva la activacién de un grupo de cistein-
proteasas llamado “caspasas”, asi como una compleja cascada de
eventos responsables de la muerte de la célula, y en la consecucion de
tres estadios. En primer lugar, se produce la disminucién de tamafio de
la célula afectada, el citoplasma se vuelve mas denso y los organelos se

ven obligados a comprimirse. En segundo lugar, se produce la picnosis
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del ndcleo resultante de la condensacion de la cromatina. La picnosis
nuclear es el rasgo mas distintivo de la apoptosis dado el fenotipo
punteado que genera en los ndcleos y que es facilmente reconocible por
microscopia. Finalmente, se produce la cariorexis o ruptura del nucleo
celular, asi como la fragmentacién de la célula en cuerpos apoptdéticos
(Elmore 2007). (Figura 10)

Apoptosis
-
Célula sana Contracion Picnosis Cariorexis
L) A ° =
o g o & *.
[ ]
o o “ ‘%

Figura 10. Etapas de la apoptosis. Transicion desde una célula sana,
hasta su lisado final durante la cariorexis.

La apoptosis puede ser extrinseca o intrinseca dependiendo de la sefial
iniciadora (Yang, Jiang et al. 2015). La via extrinseca, o de receptor de
muerte, consiste en la union de un ligando especifico, en este caso una
citoquina, a un receptor transmembrana que iniciara la cascada de sefial.
Por el contrario, la via intrinseca o mitocondrial, es iniciado por sefales
que surgen dentro de la célula, principalmente por la liberacion del
citocromo C de la mitocondria (Takle and Andersen 2007).

La necrosis es una alternativa a la muerte celular por apoptosis, la cual,
a pesar de tener ciertos puntos en comun, presenta importantes
diferencias. La necrosis es un proceso mayoritariamente pasivo que se
genera ante un dafio masivo del tejido de origen tanto fisico como
quimico, y que se caracteriza por presentar un requerimiento energético
mucho menor que la apoptosis (Tonnus, Meyer et al. 2019).

Determinados eventos, como la disminucion de disponibilidad de ATP
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intracelular, pueden generar la transicion de un evento de apoptosis a un
evento necrotico (Denecker, Vercammen et al. 2001). El tipo de estimulo,
asi como el grado de exposicion, determinan en cada situacion el modo

en que se produce la muerte de las células (Cotran, Kumar et al. 1999).

La muerte celular es un proceso altamente necesario para eliminar
células aberrantes o dafiadas del tejido, sin embargo, implica una fuerte
desorganizacion del tejido, sobre todo en respuesta a dafios masivos. Por
esta razén, y con el fin de restaurar la homeostasis del sistema existe un
proceso denominado “Proliferaciéon inducida por apoptosis” o AiP
(apoptosis induced proliferation). Dicho proceso es llevado a cabo
mediante la accion conjunta de la via de JNK y la caspasa iniciadora
DRONC (las cuales se desarrollaran en capitulos posteriores). Dicho
proceso esta basado en que la propia via responsable de la muerte
induce también un efecto compensatorio de proliferacién celular,
permitiendo la restauracion de las células en los distintos tejidos (Ryoo,
Gorenc et al. 2004) (Kondo, Senoo-Matsuda et al. 2006).
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2.2 Blogueo de la muerte en las células cancerosas

Si se produce correctamente, la eliminacion de células del tejido por
apoptosis evita una reaccion inflamatoria en los tejidos por varias
razones: las células apoptoticas no liberan sus componentes en el tejido
intersticial, son rapidamente fagocitadas evitando asi la inducciéon de
necrosis y las células fagocitadas no producen citoquinas
proinflamatorias (Savill and Fadok 2000) (Kurosaka, Takahashi et al.
2003). Esto hace que la apoptosis sea un proceso altamente eficiente

con pocos efectos secundarios para el organismo.

Sin embargo, cuando el evento apoptdtico no ocurre correctamente,
puede dar lugar a numerosas enfermedades. Los desequilibrios en los
procesos de muerte celular, tanto en exceso como en defecto pueden
acarrear graves consecuencias para los organismos. Ejemplos de ello
son el caso de enfermedades autoinmunes como la diabetes tipo 1,
donde las células beta de las islas pancreéticas son eliminadas; la sepsis,
donde se produce una apoptosis masiva de las células inmunes y
gastrointestinales; o desérdenes neuroldgicos en neonatales

responsables de defectos cognitivos (Hotchkiss, Strasser et al. 2009),

A pesar de ello, el ejemplo posiblemente mas conocido es el desarrollo
de neoplasias, dado que mas del 50% de las mismas estan relacionadas
con defectos en supresores tumorales. Existen diferentes métodos por
los que las células cancerosas pueden evadir la muerte, como es
incrementando la expresion de genes antiapoptéticos o disminuyendo la
expresion de genes proapoptéticos, que puede obtenerse por la
metilacion de ciertas regiones del ADN. También pueden afectar a la
estabilizacion de los factores anti o proapoptéticos o incluso modular
modificaciones postranscripcionales como la fosforilacion de las

proteinas implicadas en dicho proceso (Fernald and Kurokawa 2013).

35



En el caso de los tumores CIN, el bloqueo de la muerte celular conlleva
la acumulacion de dichas células aberrantes, convirtiéndose en fuente
continua de diferentes tipos de estrés como son el proteotdxico,
metabdlico, replicativo o mitético (Zhu, Tsai et al. 2018). En 2016 se
demostré que la inestabilidad cromosdmica inducia altos niveles de
especies reactivas de oxigeno (ROS) que mediaban tanto la activacion
de la via de JNK, como diversos mecanismos de respuesta responsables
de los efectos deletéreos asociados a CIN (Clemente-Ruiz, Murillo-
Maldonado et al. 2016).

Todo ello genera un efecto sistémico en el organismo que se inicia por
una respuesta autocrina localizada en el tumor, pero acaba produciendo
también un efecto paracrino donde otros tejidos, no solo el implicado, se
convierten en una fuente de citoguinas proinflamatorias que seran
responsables de generar un proceso de inflamacion crénica,

favoreciendo asi la progresion tumoral (Roméao, Muzzopappa et al. 2021).
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2.3 Activacion de la via apoptdtica en Drosophila melanogaster

En Drosophila, la via apoptética es iniciada por la activacion
transcripcional de los principales genes proapoptoticos reaper (rpr), hid
(head involution defective/Wrinkled) y grim, seguido de un cuarto gen,
menos conocido y descrito posteriormente, llamado sickle (skl)
(Srinivasula, Datta et al. 2002). Sin embargo, la ausencia simultdnea de
los tres genes proapoptéticos principales por si sola ha probado ser
suficiente para generar el bloqueo casi completo de la apoptosis (White,
Grether et al. 1994), motivo por el cual cominmente se habla solo de tres
genes proapoptdticos y son denominados RHG de forma abreviada. De
ellos, se destaca normalmente la funcién de rpr y hid en la induccion de
muerte en Drosophila (Bergmann, Tugentman et al. 2002, Hsu, Adams et
al. 2002) (Steller 2008) (Brodsky, Nordstrom et al. 2000).

La relevancia en muerte de los tres genes proapoptéticos varia por
diversos factores como el tejido, el tipo de estimulo o incluso el tiempo al
gue las células estan sometidas a una sefal concreta. Un ejemplo es que
ante la expresion de la hormona esteroidea ecdisoma en las glandulas
salivares, que regula los procesos de metamorfosis en Drosophila, se
produce la activacion de rpr tanto en la respuesta primaria del tejido como
en la secundaria ante los pulso de esta hormona, a diferencia de hid que
se induce solo en la respuesta secundaria o tardia (Jiang, Lamblin et al.
2000).

Entre sus principales diferencias esta que las proteinas GRIM y RPR se
encuentran en el citoplasma y sélo van a la mitocondria tras unirse a
DIAP-1 donde inducen su ubiquitinacion. Por el contrario, HID es la Unica
gue esta localizada permanentemente en la mitocondria mediante una

region C-terminal (Haining, Carboy-Newcomb et al. 1999).
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A pesar de que las proteinas codificadas para los genes proapoptéticos
no presentan muchas similitudes, todas comparten un motivo peptidico
corto en la region N-terminal denominado IBM (IAP- bind motif), necesario
para la interaccion con la proteina IAP, y su consecuente degradacién
por ubiquitinacién. Ademés, también se ha descrito que las proteinas
RHG forman complejos heterodiméricos cuya interaccion fisica resulta

crucial para el proceso apoptético (Sandu, Ryoo et al. 2010)(Figura 11).
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Figura 11. Interaccién de las proteinas proapoptéticas HID, GRIM y
RPR. En la degradacién de la proteina DIAP1 ante una sefial
proapoptética las proteinas HID, GRIM y RPR ejercen su funcién a
través de la membrana mitocondrial. (Clavier, Rincheval-Arnold et al.
2016)

Las proteinas IAP (inhibitor of apoptosis protein) son una importante
familia de inhibidores de caspasas conservadas tanto en insectos como
en mamiferos (Salvesen and Duckett 2002). Los miembros de la familia
IAP se caracterizan por tener en tandem entre una y tres repeticiones de
un motivo BIR (baculovirus IAP repeat) localizado entre la zona amino-
terminal y central de la proteina, y normalmente tienen también un motivo

RING (really interesting new gene) en la region carboxi-terminal (Vucic,

38



Kaiser et al. 1998). Esto les permite regular mediante la ubiquitinacion la
actividad de las caspasas (Fuchs and Steller 2015).

El genoma de Drosophila contiene cuatro proteinas IAP: DIAP1, DIAP2,
dBRUCE y DETERIN, aunque la méas importante es DIAP1 (death-
associated |AP) (Bergmann 2010). Su funciébn es bloquear
constitutivamente la actividad remanente de caspasas que existe en los
tejidos. Una vez los genes proapoptéticos se activan, generan el bloqueo
de las proteinas IAP, permitiendo la activacién de las caspasas (Hay
2000) (Wang, Hawkins et al. 1999).

Existen distintos mecanismos de activacion de los genes proapotéticos,
ejemplos de ello son la activacibn mediada por p53, fundamental en
mamiferos, o a través de distintas vias como JNK o JAK/STAT. Dichos
mecanismos varian dependiendo del estimulo que los origina, y se
desarrollaran mas adelante en el capitulo 3 (Liu and Lin 2005) (Martinez-

Morentin, Martinez et al. 2015) (Borensztejn, Boissoneau et al. 2013).

2.4 Caspasas, inductores de muerte celular

La apoptosis es mediada, como se mencioné con anterioridad, por una
familia de “cistein-aspartato-proteasas” denominadas “caspasas” que
ejercen su funcion mediante el clivaje de sustratos vitales para las
células. La apoptosis es un proceso conservado en todo el reino animal,
pero la evolucion de dicha via ha generado que los organismos
superiores muestren un sistema de mayor complejidad (Fan and
Bergmann 2010). Por esta razon, mientras que en C. elegans existen
sOlo 4 caspasas, en Drosophila se han descrito 7 (Figura 12) y en

mamiferos hay actualmente 15 identificadas (Takle and Andersen 2007).
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Initiator caspases

Dronc CARD Large Small
Dredd |
Strica Ser/Thr Rich Large Small
Effector caspases

Drice | Large Small
Dcp-1 | Large Small
Decay | Large Small
Damm | Large Small

Figura 12. Estructura de las 7 caspasas caracterizadas en
Drosophila melanogaster. En la parte superior las 3 caspasas
iniciadoras con el predominio de mayor longitud, y en la parte inferior las
cuatro caspasas efectoras con el prodominio corto.

Las caspasas se sintetizan en su forma inactiva denominada zimogeno o
procaspasa, el cual precisa de un procesamiento enzimatico para
alcanzar su conformacién activa. Dependiendo de la presencia de los
motivos de interaccién en sus prodominios, las caspasas se activan
mediante mecanismos bioquimicos diferentes. De acuerdo con ello se
pueden clasificar en caspasas iniciadoras, aquellas que poseen un
prodominio largo, y caspasas efectoras, aquellas que poseen un
prodominio corto (Fuchs and Steller 2015) (Kumar and Doumanis 2000).

La conformacién activa tanto de las caspasas iniciadoras como de las
efectoras ha sido caracterizada mediante cristalizacion, mostrando que

las caspasas activas enzimaticamente existen como tetrameros
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constituidos por dos heterodimeros de la subunidad larga y corta, que se
ensamblan como homodimeros (Chai and Shi 2014)

Las caspasas iniciadoras estan presentes en su forma inactiva como
monomeros en el citoplasma de las células sanas. En este caso, la
dimerizacion ocurre ante una alta concentracion de mondémeros del
zimogeno que estimula la actividad catalitica y el clivaje autoproteolitico
entre las dos subunidades. En Drosophila, la principal caspasa iniciadora
es DRONC, homoélogo de la caspasa-9 en mamiferos(Chai and Shi 2014,
Puccini and Kumar 2016), aunque también se han descrito DREDD
(relacionado con procesos de respuesta inmune) (Elrod-Erickson, Mishra
et al. 2000) y STRICKA, cuyo papel en apoptosis ha demostrado ser
poco significativo (Kondo, Senoo-Matsuda et al. 2006). Adicionalmente,
a la activacion autocatalitica de las caspasas iniciadoras puede ser
facilitada por el reclutamiento por el apoptosoma. El principal componente
del apoptosoma en mamiferos es Apafl, cuyo homologo en Drosophila
es el complejo octamérico DARK (Death-associated APAF1-related killer)
(Rodriguez, Oliver et al. 1999). El proceso en el cual DARK contribuye a
la activacion de DRONC todavia no se sabe con exactitud, aunque se
cree que podria unirse a zimégeno, al ATP/dATP o a ambos (Chai and
Shi 2014) (Figura 13).

En segundo lugar, se encuentran las caspasas efectoras, que, en
contraste con las anteriores, estan presentes como dimeros inactivos en
el citoplasma de las células, y precisan de la escisién proteolitica de la
caspasa iniciadora para su activacion. Dicho proceso induce la
reestructuracion del centro activo e incrementa su actividad catalitica. En
Drosophila las principales caspasas efectoras son drICE (Drosophila ICE)
Y DCP1 (death caspase 1), homdlogas de la caspasa-3 y caspasa-7 de
mamiferos respectivamente, pero también se ha caracterizado la
existencia de DECAY y DAMM (Puccini and Kumar 2016). A este nivel,
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la muerte celular puede ser bloqueada mediante la proteina baculoviral
p35, que actia a nivel de las caspasas efectoras induciendo su
ubiquitinacién y degradacion por el proteosoma (Bader and Steller 2009)
(Fuchs and Steller 2015) (Figura 13).

Initiator caspases Effector caspases
‘
Inactive -D— NGNS * Inactive
monomers -S— - « dimer
t
Proximity-induced dimerization l lProteolytic processing

'

o Active
-— ¢ tetramer
t
Proteolytic processing l

() Large subunit
| Small subunit

Active 47—  Prodomain
0 +—  Autoprocessing sites
tetramer +«—  Processing sites

Figura 13. Esquema de activacion de las caspasas. La dimerizacién
desde su forma inactiva tras el clivaje de la procaspasa ocurre de forma
diferencial dependiendo de las caspasas iniciadoras o efectoras (Puccini
and Kumar 2016).

En situaciones no apoptéticas, DIAP 1 se une al zimégeno de DRONC e
induce su ubiquitinacion, evitando de esa manera tanto su acumulacion
como su activacion (Wilson, Goyal et al. 2002, Bergmann 2010). Sin
embargo, bajo una sefial apoptética, las proteinas proapoptéticas
degradan DIAP1, permitiendo que DRONC active las caspasas efectoras
por la escisibn de la region DEVD (Schott, Ambrosini et al. 2017).
Ademas, se ha descrito como DIAP1 puede interaccionar directamente
con las caspasas efectoras (Kumar 2007, Fuchs and Steller 2015) (Meier,
Silke et al. 2000). Dicha interaccion se produce por union a la forma

procesada tanto de drICE (Kaiser, Vucic et al. 1998) , como de DCP1

42



(Hawkins, Wang et al. 1999) (Figura 14). Pero, de manera paralela, dicho
bloqueo puede ser en direccion opuesta, haciendo que las caspasas
efectoras sean también capaces de bloquear la actividad de DIAP1
(Wang, Hawkins et al. 1999).

A No apoptotic signals B Presence of apoptotic signals
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Figura 14. Interacciones de DIAP1. Interaccion entre DIAPLl y las
caspasas en una situacibn no apoptética frente a una situacion
apoptética donde DIAP1 es blogueado por las proteinas proapotéticas
(Xu, Woodfield et al. 2009)

La funcién de las caspasas efectoras es muy amplia y se han identificado
cientos de sustratos diferentes de las mismas. Su funcion va desde
inducir alteraciones en la union entre los nucleosomas y el ADN,
produciendo la fragmentacion del mismo tan caracteristica de las células

apoptéticas (Enari, Sakahira et al. 1998), hasta la activacion de citoquinas
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proinflamatorias, promoviendo su maduracién y secrecion (Mcllwain,
Berger et al. 2013).

Dentro de las caspasas efectoras, drICE es la principal inductora de
apoptosis dado que se requiere en la mayoria de los tejidos en los que
se ha caracterizado la muerte celular (Xu, Wang et al. 2006), mientras
gue DCP-1 queda relegado a un papel mas especifico del ovario. Sin
embargo, en el caso del desarrollo del I6bulo 6ptico en Drosophila, DCP-
1 solo se requiere en situaciones donde la actividad de drICE esta
disminuida por mutaciones hipomoarficas. Todo ello sefala que drICE y
DCP-1 presentan un papel redundante en la muerte celular, pero drICE
tiene un papel mas importante que el de DCP-1(Akagawa, Hara et al.
2015).

Ademas, es interesante destacar que drlCE se ha descrito que puede ser
activado por DRONC, pero a su vez, que la forma activa de drICE también
es capaz de activar al zimégeno de DRONC, generando entre ambos un
bucle de amplificacion cuyo objetivo es asegurar la muerte de la célula
(zZiraldo and Ma 2015).

2.5 Funciones no apoptoticos de las caspasas

Como se ha explicado en capitulos anteriores, la funcion mas conocida
de las caspasas es como ejecutores de muerte. Sin embargo, durante la
Ultima década, se han realizado numerosos descubrimientos que

describen funciones de éstas, no relacionadas con la muerte celular.

Una de sus funciones secundarias es la de colaborar en la morfogénesis

y organogénesis de los tejidos proporcionado fuerzas mecanicas
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(Kawamoto, Nakajima et al. 2016). Esto genera que la inhibicion de dicha
via cause defectos en el desarrollo como la formacién aberrante del
corazoén o exencefalia (Ranger, Malynn et al. 2001).

Pero existen muchas otras funciones relacionadas directamente con su
capacidad de procesar determinados sustratos sin que ello conlleve
necesariamente la muerte de la célula. Un punto fundamental para evitar
la letalidad de las caspasas son los niveles y la duracion de su actividad,
los cuales deben ser controlados para que su funcién se restrinja a la
escision de unos pocos sustratos. De esta manera se ha visto como, en
las células madre embrionarias, la actividad transitoria de caspasas juega
un papel critico en la induccion eficiente de células madre pluripotentes

en fibroblastos humanos (Li, He et al. 2010).

En el campo del envejecimiento celular, también se han descrito
funciones destacables. Tanto es asi, que normalmente el envejecimiento
y la senescencia celular se relaciona con la presencia de especies
reactivas de oxigeno. Sin embargo, se ha visto que dos componentes de
la via apoptética de C. elegans (CED9 y CED4) pueden incrementar la
longevidad celular por interaccion con la cadena respiratoria mitocondrial,
induciendo concentraciones Optimas de ROS, en un contexto

independiente de inhibicién de la apoptosis (Yee, Yang et al. 2014).

También, numerosos componentes de la via apoptotica han demostrado
tener papeles fundamentales en el campo de la fertilidad. Entre ellos se
encuentra por ejemplo el papel de DRONC, caracterizado por ser un
factor clave en la fertilidad masculina, ya que regula la individualizacién
de las espermatidas durante el proceso de espermatogénesis. Defectos
en dicho proceso generan esterilidad en los machos (D'Brot, Chen et al.
2013).
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Respecto a la oogénesis, en Drosophila la caspasa efectora DCP1
mantiene la fisiologia mitocondrial en condiciones basales mediante la
interaccion de su forma inactiva con el factor SeSB, una proteina
mitocondrial que regula los niveles de ATP (DeVorkin, Go et al. 2014).

Otra funcion, esta vez relacionada con la capacidad metastatica de los
tumores CIN, fue descrita en 2018 por Benhra et al, articulo que se
menciond con anterioridad en el capitulo “CIN, inductor de invasion
celular en tejidos epiteliales”. En dicha publicacion, se definid la
contribucién al fendbmeno invasivo de la caspasa iniciadora DRONC.
Dicho dato dejé abiertas numerosas incognitas acerca de la contribucion
de la via apoptoética a la migracién de las células (Benhra, Barrio et al.
2018)(Figura 15).

En relacion con la capacidad invasora de las caspasas también se publico
en 2013 que en ausencia de apoptosis la caspasa efectora DrICE era
responsable de inducir invasividad celular en un modelo dependiente de
JNK (Rudrapatna, Bangi et al. 2013).
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Figura 15. Modelo migrante de inestabilidad cromosoémica. El
sistema CIN p35 actia como inductor de migracion celular mediante la
activacion de la via de INK y EGFR/ERK descrito en la publicacion de
nuestro laboratorio de 2018 Benhra et al. Se destaca también la actividad
promotora de invasion de la caspasa iniciadora DRONC.
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Capitulo 3: Vias de activacién de la apoptosis

3.1 JNK vy la activacion de caspasas

JNK es un regulador clave de numerosos eventos celulares, que abarcan
desde la embriogénesis, respuestas a estrés o control del ciclo celular
(Gerlach, Eichenlaub et al. 2018) (La Marca and Richardson 2020)
(Cosolo, Jaiswal et al. 2019). Sin embargo, su papel en la muerte celular
presenta ciertas controversias ya que ha demostrado que puede actuar
tanto como un factor proapoptético, como un factor antiapoptético,

dependiendo del tipo y de las condiciones del estimulo.

Ademds, dichas diferencias también varian dependiendo de los
organismos. Por ejemplo, a diferencia del sistema de muerte extrinseca
de mamiferos, en Drosophila la muerte inducida por Eiger (un factor
tumoral de necrosis inductor de muerte celular) puede ser independiente

de la actividad de las caspasas (Igaki, Kanda et al. 2002)

La via de JNK puede inducir muerte tanto a través de la via de las
caspasas, como por vias independientes de las mismas. Por ejemplo, se
ha descrito que JNK contribuye a la apoptosis inducida por el factor TNF-
alpha (tumor necrosis factor alpha) (Tang, Tang et al. 2002). Sin embargo,
en contraste también se ha caracterizado como puede suprimir la muerte
en células hematopoyéticas mediante la fosforilacién de proteinas de la
familia Bcl-2 (Yu, Minemoto et al. 2004). Dicha dualidad de controlar
muerte independientemente de las caspasas también se amplia a la
proteina DIAP 1, para la cual también se han presentado evidencias de
gue puede bloquear la muerte inducida por Eiger en Drosophila (Igaki,
Kanda et al. 2002).

La via de JNK ha sido presentada en Drosophila como la principal

inductora de muerte a través de la via de las caspasas en respuesta a
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dos estimulos: la radiacién UV (Tournier, Hess et al. 2000) y los procesos
de heat shock. En dichos casos se ha descrito que genera un bucle de
amplificacién junto con p53 y la via de las caspasas (Figura 16).

stress signals

“
Dp53 | = | INK |
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Hid | Rpr | Dronc | —>» Drice |
rice

\{ DIAP1 ] cell death

Figura 16. Bucle de activaciéon entre JNK y via apoptética. Bucle de
retroalimentacion positiva descrito ante determinadas sefiales de estrés
celular entre JNK, Dp53 vy la via de las caspasas. (Shlevkov and Morata
2012).

Dep-1)

En Drosophila, la via de JNK (c-Jun N-terminal Kinase) es una via de
sefializacion MAPK (mitogenic-activated protein kinase) que actla
regulando la transcripcion génica, influyendo asi en la respuesta celular
a un amplio rango de estimulos. Dependiendo de la sefial de origen,
existen dos JNK-quinasas: HEP (hemipterous) y MKK4 (MAP kinase
kinase 4), y al menos cuatro JNKK-quinasas que son SLPR (slipper),
WND (wallenda), Takl (TGFB-associated kinase 1) y Askl (apoptotic
signaling-regulating kinase 1). Todas ellas confluyen en la activacién de
BSK (basket), el Unico ort6logo en Drosophila de los JNK existentes en
humanos (JNK1, JNK2 y JNK3). La funcién de BSK es fosforilar y activar

distintos factores transcripcionales (TFs) (La Marca and Richardson
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2020). Como resultado se activan las proteinas AP-1 (activator proteinl).
Las proteinas AP-1 en Drosophila son JUN y FOS, sistema cuya
activacion promueve la expresion de genes como dpp (decapentaplegic),
puc (puckered), rpr o hid, entre otros (La Marca and Richardson 2020)
(Kockel, Homsy et al. 2001) (La Fortezza, Schenk et al. 2016) (Figura 17).

Inestabilidad . Estrés Diferencias
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Figura 17. Via de JNK. Via de JNK activada ante distintas sefiales de
estrés en la célula. Adaptacion de La Marca y Richardson 2020.

Parte de la controversia que existe sobre el modo en que JNK
interacciona con distintas vias radica en que JNK forma parte de un
variado numero de bucles de amplificacién, lo que permite una activacion
persistente del mismo. Uno de los bucles clave identificados hasta la
fecha es en el campo de la apoptosis, donde se ha visto que la caspasa
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iniciadora DRONC puede mediar también la activacion de JNK (Figura
16) (Shlevkov and Morata 2012). Bucles similares de amplificacion con
JNK han sido descritos también con otros componentes de la via
apoptética como es el caso de HID (Rudrapatna, Bangi et al. 2013).

También existen otros procesos de retroalimentacion positiva de esta via
como es el caso de carcinogénesis inducida por CIN, donde se ha visto
gue altos niveles de ROS producido en tejidos dafiados son capaces de
fosforilar y activar a ASK1, induciendo asi altos niveles de JNK y
apoptosis en el propio tejido. Sin embargo, en tejidos vecinos no
dafiados, las sefiales ROS se propagan activando la via PI3K
(Hietakangas and Cohen 2009), la cual altera la activacion de ASK1
permitiendo bajos niveles de JNK y promoviendo asi la proliferacion y
supervivencia, desempefiando una funcién regenerativa del tejido
(Huang, Potter et al. 1999, Gao, Neufeld et al. 2000, Santabarbara-Ruiz,
Esteban-Collado et al. 2019). Esto implica nuevamente que la funcién de
JNK esta intimamente ligada a sutiles diferencias de activacion en la

misma.

Entre los dos bucles anteriores de DRONC - INK 'y ROS - INK, se public
en 2018 un sistema conjunto que relaciona la retroalimentacion positiva
entre todos ellos, lo cual podria presentar una respuesta interesante de
lo que ocurre en los tumores CIN de nuestro modelo. Dicho sistema se
bas6 en dos proteinas que interaccionaban directamente con la via de
las caspasas, DUOX (una NADPH-oxidasa) y MYO1D (Myosin 31DF). En
dicha publicacion demostraron que MYO1D (Myo1D) reclutaba a DRONC
hasta la membrana celular donde se unia a DUOX. La interaccion de
ambos generaba la produccion de ROS, la cual, a través de la activacion
de hemocitos, inducia la retroalimentacion de JNK y la via apoptotica
(Amcheslavsky, Wang et al. 2018).
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3.2 P53 y la funcidn de la mitocondria en la activacion de caspasas

P53 es un factor de transcripcion ampliamente conocido por ser uno de
los principales supresores tumorales. Tal es su relevancia en este ambito
que también es conocido por el nombre de ‘Guardian del Genoma’ (Lane
1992). Su relacién con la progresion de distintos canceres humanos ha
sido ampliamente demostrada dado que alteraciones de este estan
presentes en un 50% de los tumores sdlidos y ha sido caracterizado como
un evento temprano en la malignizacion tumoral (Perri, Pisconti et al.
2016).

Este factor de transcripcion se activa ante distintos estimulos de estrés
celular tales como la genotoxicidad, dafio del ADN, hipoxia, activacion
oncogeénica, acortamiento telomérico, disrupcion de microtubulos, etc.
(Hong, van den Heuvel et al. 2014, Ladds and Lain 2019). Mas
concretamente, altos niveles de AMP y bajos niveles de ATP, inducen la
activacion de AMPK (AMP-activated protein kinase), una quinasa
responsable de activar por fosforilaciéon a p53 (Mandal, Guptan et al.
2005).

El efecto de p53 depende mucho del grado de activacién, de esta forma,
ante una activacion mas moderada promueve la supervivencia celular
mediante el arresto del ciclo celular entre las fases G1 y S mediante el
bloqueo de la ciclina E, pero, si se produce un estrés mas prolongado o
severo abocara a la célula a la apoptosis (Owusu-Ansah, Yavari et al.
2008).

En mamiferos la familia de proteinas p53 la constituyen p53, p63 y p73,
mientras que en Drosophila solo existe un homdélogo, Dp53. Tanto en
mamiferos como en otros organismos, la muerte celular ante
determinados estimulos suele ir estrechamente relacionada entre JINK 'y

p53, como es el caso de la respuesta a UV del tejido (Shaulian, Schreiber
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et al. 2000) o por activacion ante ROS (Nakamura, Ohsawa et al. 2014).
Aunque la relacion entre ambos presenta aun ciertas incégnitas,
actualmente se considera que la activaciébn puede ocurrir en ambos
sentidos (Shlevkov and Morata 2012).

En mamiferos, p53 media la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial (MOMP-mitochondrial outer membrane permeabilization) en
respuesta al estrés celular. Una de las consecuencias de dicha
permeabilizacion es la liberacion del citocromo C al citosol, donde activa
la via de las caspasas por la interaccion con APAF1 y la procaspasa-9
(Martinez-Morentin, Martinez et al. 2015) (Clavier, Rincheval-Arnold et al.
2016).

El papel del citocromo C en la activacion de la via de las caspasas en
Drosophila presenta cierta controversia. Esto se debe a que algunos
estudios lo respaldan como un elemento contribuidor en base a que su
presencia ha sido correlacionada con la formacién de complejos de alto
peso molecular que contenian las caspasas DRONC y DrICE. Sin
embargo, por lo general dicho proceso se considera una consecuencia
mAas que una causa de la activacién de las caspasas (Clavier, Rincheval-
Arnold et al. 2016) (Figura 18).

Ademas de ello, se ha visto que p53 también puede contribuir a la via
apoptética en Drosophila de una forma independiente de la liberacion del
citocromo ¢, ya que se ha demostrado que rpr, hid y grim son dianas
directas de este factor y que Dp53 es capaz de inducir directamente su
expresion en los discos imaginales de ala y ojo (Fan, Lee et al. 2010,

Martinez-Morentin, Martinez et al. 2015).
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Figura 18. Interaccion de las caspasas con la membrana
mitocondrial. Adaptacion de Clavier et al 2016 donde se muestra la
interaccion de las caspasas con la mitocondria ante una situacion
proapoptotica.
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3.3 JAK/STAT v la activacion de caspasas

La via de JAK/STAT recibe su nombre de sus dos principales factores
que son una familia de tirosin ginasas llamadas Janus (JAK) y una familia
de factores transcripcionales citosolicos denominados STAT (signal
transducers and activator of transcription). Esta via, altamente
conservada, esta implicada en la respuesta inflamatoria ante distintos
estimulos, pero también en desarrollo embrionario, hematopoyesis o
regeneracion. Problemas relacionados con esta via pueden dar lugar a
numerosas enfermedades. Un ejemplo de ello es que se ha caracterizado
por ser responsable de las respuestas de inflamacion crénica (Charles
Jay and Eric 2009) (Levy 1999, Banerjee, Biehl et al. 2017).

Los procesos inflamatorios crénicos han sido considerados desde hace
mucho tiempo como un factor carcinogénico, pero sin una relacion
claramente definida. Sin embargo, durante los Ultimos afios humerosos
estudios han mostrado evidencias de como el microambiente inflamatorio
fomenta la angiogénesis, la proliferacion de células cancerosas y la
invasion de otros tejidos. (Grivennikov, Greten et al. 2010). Tanto es asi
gue existe un término cinico denominado PTI o Inflamacién Pro-
Tumorogénica, la cual destaca la funcion de la IL-1B en la progresion
tumoral tanto en cancer de pulmén como de mama (Carmi, Dotan et al.
2013) (Tulotta, Lefley et al. 2019) (Voronov, Shouval et al. 2003).
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Figura 19. Inflamacion y carcinogénesis. Imagen adaptada de Novartis
Pharmaceuticals Corporation. Proceso de inflamacién pro-carcinogénica
donde se genera un bucle de retroalimentacién positiva entre la IL-1B y
las células tumorales, generando un estado de inflamacion crénica que
favorece al crecimiento tumoral. TAM: Macro6fagos asociados a tumor.
Treg (células T reguladoras), MDSC (células mieloides supresoras)

En Drosophila, la via se inicia por la unién de un grupo de ligandos
denominados UPD (Unpaired) constituida por UPD1, UDP2 y UDP3, a su
receptor de membrana DOME (Domeless) induciendo su dimerizacion y
la activacion de HOP (Hopscotch), el Unico homélogo de JAK en
Drosophila, y del factor transcripcional STAT92 (Herrera and Bach 2019).
STAT92 es un factor transcripcional que, una vez activo, entra en el
ndcleo para tanto activar como reprimir determinados genes diana
(Figura 20). Entre sus funciones se encuentra la regulacién de la via
apoptética mediante la activacion especifica de hid. En contraste, no
presenta actividad sobre los otros dos genes proapotéticos (Borensztejn,

Boissoneau et al. 2013, Maurya, Surabhi et al. 2021).
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Figura 20. Via de JAK/STAT. Activacion de la apoptosis mediada por
HID mediante la via de JAK/STAT. Adaptacién de Maury, Surabhi et al.
2021.

Ademas, es interesante destacar que la via de JAK/STAT se ha
relacionado con eventos de migracion celular tanto en mamiferos como
en modelos de invertebrados. En Drosophila esta ampliamente descrito
en la polarizacién de los epitelios durante la oogénesis (Silver and Montell
2001). Y en mamiferos se ha observado que, en procesos de inflamacién
cronica como la aterosclerosis y, mas concretamente, la citoquina
proinflamatoria IL-1B y la caspasa 1 son fundamentales para promover
eventos de formacion de filopodios en las células (Rothmeier, Marchese
et al. 2015) (Figura 21).
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Figura 21 Modelo de generacién de filopodios. Modelo de mamiferos
donde la caspasa 1 media la maturacién de la IL.1B e influye en la

generacion de estructuras de filopodio en las células tumorales.
(Rothmeier, Marchese et al. 2015)

Ademas de ello, en un estudio posterior de 2018 se asoci6 directamente
como un factor carcinogénico en el cancer de mama, al aumentar tanto
la migracion de las células tumorales como la formacién de protrusiones
de membrana en dichas células caracteristicas de los fendbmenos

migratorios (Khanna, Lee et al. 2018). Todo ello muestra la gran

importancia de los procesos inflamatorios en la progresion tumoral.
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El modelo tumoral presentado por nuestro laboratorio ha demostrado que
los tumores CIN son capaces de reproducir de forma eficiente fenébmenos
invasivos de los tumores epiteliales. De acuerdo con los datos
recopilados en este campo queda vigente que hay diferentes vias que
pueden ser responsables de la activacion de la invasividad mediante la
activacion de la via apoptética. Con el fin de clarificar la contribucién de
las caspasas y las vias implicadas en la invasividad celular en nuestro

modelo, los objetivos presentados a resolver en este trabajo fueron:

e Caracterizacion general del evento de migracion.

¢ Determinaciéon de los componentes de la via apoptética
implicados en el fenotipo invasivo

e Confrontacion de las funciones en muerte e invasividad de dichos
componentes.

e Estudio del papel de la via de JNK en el fenédmeno invasivo, asi
como la posible implicacion de Dp53 o la via de JAK/STAT.

¢ Evolucién temporal de la activacion de la via apoptética.

De acuerdo con los resultados obtenidos durante este trabajo, como se
explicara durante los resultados, se vio que habia una coexistencia de
dos vias que contribuian al fenémeno invasivo. En este punto se
generaron dos nuevos objetivos con el fin de aportar mas informacién en

este ambito:

¢ Interaccion entre la via de JINK y JAK/STAT para determinar si la
exclusion en la poblacion migratoria es consecuencia de un
bloqueo mutuo.

e Evolucién temporal de ambas vias en situacién tumoral.

e Evolucién temporal de las dos poblaciones migratorias en los

tumores CIN.
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CAPITULO 1: Evento migrante y activacion de la via apoptética en

tejidos CIN

1.1 Aspectos generales de la poblacion migratoria

En situaciones tumorales, el tiempo es un proceso clave como ya
expliqué en la introducciéon. El momento temporal en el que se encuentra
cada tumor presenta una gran relevancia a la hora de entenderlo y
tratarlo. Por esto, y de acuerdo con lo descrito anteriormente, y siguiendo
los estudios publicados en 2018 (Benhra, Barrio et al. 2018), el primer
objetivo fue el estudio detallado de esta migracion a lo largo del tiempo y

su relacion con la activacion de la via apoptotica.

El modelo de estudio consisti6 en la induccion de inestabilidad
cromosémica en discos de ala de larvas L3, generada mediante la
deplecién del gene SAC bub3 bajo la expresién del promotor de ala
apterous (ap>). La muerte celular se bloque6 mediante la expresion de la
proteina baculoviral p35, responsable de bloquear la apoptosis a nivel de
las caspasas efectoras. Dicho sistema sera referido a lo largo del trabajo
como tumores CIN o ap>CIN, p35. Es importante destacar que durante
este trabajo todos los experimentos, salvo aquellos en los que se indique
lo contrario, fueron realizados a las 144 horas como se indica en el

apartado “Material y Métodos” (Figura 22).

También es importante destacar que, dadas las comparaciones de
tamanio alo lardo del trabajo, los discos de ala incluyen una barra a escala

correspondiente en todos los casos a la misma medida, 50 pm.
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Figura 22. Esquema temporal del modelo de estudio CIN p35.

En primer lugar, el proceso metastatico de un tumor se sabe que es un
evento que comienza en un punto concreto del desarrollo del tumor y
desde ese momento se incrementa exponencialmente y va acompafiado
de una mayor resistencia de estas células a los tratamientos
farmacoldgicos. Por esta razén, lo primero fue la cuantificacién y
normalizacién de dicha invasividad para comprobar en qué momento se
producia dicho incremento y que, ademas, este no era una consecuencia

del crecimiento en paralelo del tumor primario.

Los resultados obtenidos mostraron que la invasion de la zona ventral del
disco se producia ya en larvas L3 tempranas de 96 horas e iba
incrementando a lo largo de los dias siguientes hasta que las larvas
entran en fase de pupa o mueren en la papilla (Figura 23A). Los datos
fueron normalizados dividiendo por el Area Dorsal en todo momento para
descartar que el incremento fuera una consecuencia del aumento de

tamario de los tumores a lo largo del tiempo.

De igual manera, y para comprobar que dicha invasividad era
independiente del tamafio del tumor, también se analiz6 cémo afectaba

a la invasividad de una situacion de migracion control (CIN p35) frente a
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una situacion donde se bloqued mediante un ARNi especifico la molécula
mitogénica WG, cuyo incremento en nuestro sistema ha sido
ampliamente descrito por nuestro laboratorio por ser el principal
responsable del incremento del tamafio de los tumores (Muzzopappa,
Murcia et al. 2017). La capacidad invasiva de dichas células no fue
afectada por el bloqgueo de WG corroborando su independencia del
tamaio tumoral (Figura 23B).
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Figura 23A. Incremento temporal de lainvasividad. La cuantificacion
de nimero de células migratorias muestra un incremento a lo largo de
tiempo en discos de ala de larvas de 96, 144 y 216 tras su puesta en
tumores CIN (apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35). Los datos fueron
normalizados dividiendo por el area dorsal.

Figura 23B. Invasividad independiente de crecimiento. La
invasividad celular del tumor no se ve afectada al bloquear el
crecimiento mediante el bloqueo de la molécula mitogénica WG
mediante el uso de wg-RNAi en un genotipo apGAL4>MyrT, bub3-
ARNi; p35 en larvas de 144 horas.

Afiadido a ello, un dato curioso que se caracterizé durante dicho analisis
fue que las células migratorias presentaban patrones de agregacion muy

variados, pudiendo migrar individualmente o formando agrupaciones de
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células de ndmeros muy variables que se observo que podian oscilar

entre 2 0 8 células (Figura 24).

(ap>CIN;p35)

Figura 24. Agrupaciones migratorias. Células migrantes marcadas con
la proteina de membrana MyrT. Las agrupaciones encontradas
invadiendo el compartimento dorsal del disco de ala en el modelo tumoral
CIN p35 forman agregados de numero muy variable.

1.2 Activacion de la via apoptética en tejidos CIN

Para clarificar si dichos eventos de migracion estaban realmente
relacionados con la via apoptdtica, se realizd6 un analisis de
caracterizacion de dicha via mediante el uso de dos reporteros
transcripcionales Lac Z para los dos principales genes proapoptoticos:
hid y rpr. Dichos sensores mostraron que ambos genes proapoptéticos
estaban activos en los tumores CIN (Figura 25 Ay C). Ademas, se detectd
activacion de ambos sensores en numerosas células migratorias (Figura

25 B y D).
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Figura 25A-B. Patrén de expresion del gen pro-apoptético hid.
Tejido apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35 donde se muestra que hid se
encuentra activo en la region en la regiéon tumoral (A) asi como en un
alto nimero de células migratorias (B).

Figura 25C-D. Patrén de expresion del gen pro-apoptético rpr.
Tejido apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35 donde rpr también esta presente
en la regién tumoral (C) y en células migratorias (D).

Ademas de ver que ambos reporteros estaban activos en el modelo
tumoral CIN, se cuantific6 por gPCR el grado de sobreexpresion que
presentaban ambos genes en un tumor CIN. De acuerdo con lo esperado,
se obtuvo que ambos genes estaban sobreexpresados respecto al
control, siendo dicho incremento 2 veces superior en el caso de hid

(Figrua 26A) y 5 veces para el caso de rpr (Figura 26B).
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Figura 26 A-B Expresiéon temporal hid y rpr. qPCR de hid (A) y rpr
(B) donde se compara la expresién de un tejido nativo (ap>MyrT) frente
a un tumor CIN de 144 horas y otro de 216 horas. Se considero
significativo cuando el valor p era inferior a 0.001 (***), 0,01 (**), o
0.05(*). Dicha significancia se utiliz6 de igual forma en todos los
andlisis que se mostraran a continuacion.

Respecto a su incremento a lo largo del tiempo lo que se observo
curiosamente es que ambos genes proapotéticos no aumentaban de
manera paralela a lo largo del tiempo. En el caso de hid, se produjo un
incremento continuado (Figura 26A), mientras que en caso de rpr se

produjo un pico de expresion a las 144 horas donde dichos niveles se

estabilizaban (Figura 26B).

1.3 Papel de los genes proapopt6ticos en la invasividad celular

Siguiendo con la hipétesis inicial de que las caspasas podian estar
induciendo migracion en dichas células, la siguiente cuestion a resolver

fue si tanto la deplecién de RPR como la de HID eran capaces rescatar
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el fenotipo invasivo y en caso de que asi fuera, si ambos contribuian de

igual manera.

Con este fin, se estudi6 las variaciones en la invasividad de las células
de un tumor CIN ante distintos bloqueos: bloqueo con miRHG (un
microARN que bloquea RPR, HID y GRIN simultdneamente), bloqueo con
rpr-ARNi o blogueo con hid-ARNi (Figura 27A). Sorprendentemente, solo
el miRHG y hid-ARNi fueron capaces de rescatar la invasividad celular,

mientras que rpr-ARNi solo indujo una leve tendencia decreciente, pero
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Figura 27(A-A’). Genes proapoptéticos en invasividad. Discos de ala
de larvas L3 de un tumor CIN comparando la invasividad de las células
en un control (apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35) frente otros tumores CIN
donde se bloquean mediante RNAis todos los genes proapoptoticos al
mismo tiempo (miRHG), o individualmente RPR o HID. Las
cuantificaciones fueron normalizadas dividiendo por el &rea dorsal de los
discos y las imagenes presentan una barra a escala de 50 um

Figura 27B. Efecto en crecimiento tumoral de los genes
proapoptoticos. Cuantificacion del tamafio tumoral por la ratio
dorsal/total.
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no significativa (Figura 27A’). Ademas, hay que destacar que hid-ARNi

por si solo fue capaz de fenocopiar el efecto obtenido por el miRHG.

En paralelo, y dado que la via apoptotica ha sido relacionada en otras
situaciones, como se describi6é en la introduccion, con la proliferacion
inducida por apoptosis (AiP), se analiz6 el tamafio de tumoral ante dichos
blogueos, obteniendo que en ninguno de los casos dichas depleciones
alteraron el tamafio del tumor, y descartando por tanto que en el modelo
tumoral que presentamos haya un fuerte efecto de dicho proceso (Figura
27B).

1.4 Papel de los genes proapoptoticos en muerte celular

Sin embargo, como se ha explicado con anterioridad, la via apoptética es
conocida por su papel como inductora de muerte celular. Por ello, y con
el fin de saber si el bloqueo de dichos genes proapoptoticos era capaz,
como deberia esperarse, de rescatar la muerte celular, se realiz6 un
andlisis de inmunohistoquimica con TUNEL para medir la cantidad de
muerte en un tejido CIN (situacion con muerte activa) cuando se bloquea
la via con p35, miRHG, hid-ARNi y rpr-ARNi (Figura 28A). El resultado
fue que en todos los casos se generd un fuerte rescate de la muerte

celular, siendo el mas significativo en presencia del miRHG (Figura 28A").
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Figura 28(A-A’) Muerte celular ante el bloqueo de genes
proapoptéticos. Cuantificacion por TUNEL de la muerte celular en
discos de ala de larvas L3 en un tejido CIN (apGAL4>MyrT, bub3-ARNI)
sumado al bloqueo de la muerte de diferentes formas: UAS p35, miRHG,
hid-RNAI, rpr-RNAI. La intensidad se midié y normalizé dividiendo por el
area dorsal de los discos y las imagenes presentan una barra a escala
de 50 um.

Figura 28B. Genes proapoptdticos y picnosis nuclear. Rescate de la
picnosis nuclear en discos de ala de larvas L3 en un tejido CIN (con
muerte activa) mediante UAS p35, miRHG, hid-RNAi, rpr-RNAI
respectivamente.

Dichos resultados también fueron contrastados con el rescate de nucleos
picnéticos en el tejido, lo cual corrobor6 los datos obtenidos de TUNEL
(Figura 28B).

Los datos obtenidos confirman que tanto RPR como HID presentan una

funcién apoptética en nuestro sistema, y que el efecto nulo de rpr-ARNi
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rescatando la invasividad celular no fue una consecuencia de un mal

funcionamiento del ARN.i.

Dado que el miRHG y hid-ARNi presentan un rescate en muerte igual o
superior que el bloqueo con p35 (Figura 28A"), se decidié cuantificar la
invasividad celular para ver si por si solos dichos bloqueos eran capaces
de fenocopiar un bloqueo de la muerte al igual que p35, pero inducir
ademas una disminucion de la invasividad. En dicho caso, el rescate en
ambos fue muy significativo, siendo el de mayor impacto el bloqueo de
hid-ARNi (Figura 29). De esta manera, se corrobora la implicacion de HID

en el fenotipo migratorio de los tumores CIN.

(ap> CIN)
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Figura 29. Genes proapopt6ticos en invasividad en tejidos CIN.
Cuantificacibn de la invasividad celular en wun fenotipo CIN
(apGAL4>MyrT, bub3-ARNi) donde se compara en presencia de UAS
p35, miRHG y hid-RNA.. Las imagenes presentan una barra a escala de
50 pm.

Los resultados obtenidos de este primer bloque demuestran que los dos
genes proapoptéticos hid y rpr, estan presentes y muy activos en nuestro
sistema. Ademas, indican que tanto hid como rpr presentan un papel
como inductores en tejidos CIN, pero ademas hid, en una situacién
tumoral, presenta especificamente una segunda funcién no apoptética

gue estaria relacionada con promover la invasividad de dichas células.
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CAPITULO 2: Contribuciéon de las caspasas al fenotipo invasivo

2.1 Papel de las caspasas en migracion

Los datos obtenidos con anterioridad muestran que en los tumores CIN
la via apoptotica esté altamente activa y su presencia es necesaria para
el evento migrante, donde HID juega un papel fundamental. A partir de
estas observaciones, el siguiente objetivo fue identificar una posible
funcién no apoptotica de las caspasas, asi como determinar cual o cuéles

desempefiaban dicha funcién.

Aunque el papel en migracion de la caspasa iniciadora DRONC ya fue
brevemente caracterizado con anterioridad en la publicacién de 2018, se
decidi6 estudiar dicho papel en mayor profundidad y esta vez, de manera
paralela el de las caspasas efectoras, DrICE y DCP1. Dicha comparacion
entre las tres caspasas era especialmente necesaria para dilucidar si el
papel en migracién de DRONC era un efecto directo de esta caspasa o
si por el contrario la migracion podria depender de varios elementos de

la via apoptética simultdneamente.

Para ello, la migracion fue medida de igual manera que en el caso de los
genes proapoptodticos en una situacion tumoral donde se bloquearon
mediante ARNis las tres caspasas individualmente (Figura 30A). En
todos los casos se produjo un rescate de la invasividad celular; sin
embargo, lo més sorprendente fue que dcpl-ARNi generara la mayor
reduccion de la migracion celular (Figura 30A"), fenocopiando incluso los
datos obtenidos previamente con el miRHG y hid-ARNi (Figura 27A').
Estos resultados demuestran que en una situacién CIN p35, la actividad
de las caspasas efectoras se ve reducida, pero no completamente

eliminada, dado que los ARNis tanto de drice y dcpl si fueron capaces
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de generar un rescate de la migracion celular. Respecto al tamafio
tumoral, en este caso tampoco se produjeron alteracion por el bloqueo
de las caspasas (Figura 30B).
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Figura 30(A-A’) Caspasas en invasividad. Invasividad celular en discos
de ala de larvas L3 al bloquear la via apoptética mediante dronc-RNAI,
drice-RNAi o dcpl-RNAi respectivamente, en tumores CIN

(apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35). Las imagenes presentan una barra a
escala de 50 pum.

Figura 30B. Efecto en crecimiento tumoral de las caspasas. Medicion
del tamafno tumoral mediante el calculo de la ratio resultante de dividir el
area dorsal por el area total.

2.2 Contribucién de las caspasas en un sistema CIN

Para corroborar la capacidad de dicho bloqueo de rescatar la muerte
celular en nuestro sistema se realiz6 de nuevo la cuantificacion con
TUNEL en una situacion CIN (muerte activa) al bloquear individualmente
cada una de las caspasas (Figura31A). Solo el bloqueo de drICE y DCP1
generaron un rescate significativo de muerte celular, mientras que el
bloqgueo de DRONC no fue suficiente para inducir rescate de la muerte
en nuestro modelo (Figura 31A").
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Figura 31(A-A’) Muerte celular ante el bloqueo de las caspasas.
Cuantificacion por TUNEL de la muerte celular en discos de ala de larvas
L3 en un tejido CIN (apGAL4>MyrT, bub3-ARNi) donde se bloquea la
muerte de diferentes formas: UAS p35, dronc-RNAI, drice-RNAi, dcpl-
RNAI. La intensidad se midié y normalizé dividiendo por el area dorsal de
los discos y las imagenes presentan una barra a escala de 50 um

Figura 31B Muerte celular ante el bloqueo de DRONC. Cuantificacién de
TUNEL de una situacion CIN al bloquear DRONC con tres RNAis
diferentes.

Figura 31C Caspasas Yy picnosis nuclear. Rescate de la picnosis nuclear
en discos de ala con muerte activa mediante UAS p35, dronc-RNAI, drice-
RNAI, dcp1-RNAI respectivamente.
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El bloqueo de DRONC fue testado con tres ARNis diferentes, y en
ninguno de los casos se logré un rescate de muerte celular significativo
(Figura 31B). Ademas, estos resultados fueron corroborados por el

rescate de la picnosis de los nucleos (Figura 31C).

Respecto a los datos obtenidos en TUNEL de las caspasas efectoras es
interesante resaltar que drice-ARNi por si solo generd un rescate
practicamente total de la muerte celular, mientras de dcpl-ARNi
fenocopio el rescate de p35. Dada la alta eficiencia obtenida, destaca que
la misma herramienta genere un rescate de la migracion mas leve que en
el caso de dcpl-ARNi (Figura 30A").
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Figura 32A-A’. Caspasas efectoras en invasividad en tejidos CIN
Cuantificaciéon de la invasividad celular en un fenotipo CIN
(apGAL4>MyrT, bub3-ARNiI) donde se compara en presencia de UAS
p35, drice-RNAI y dcpl-RNAI. Las imagenes presentan una barra a
escala de 50 um.

Figura 32B.Efecto en crecimiento tumoral de las caspasas
efectoras en tejidos CIN. Medicién del tamafio tumoral (ratio dorsal
sobre ratio total), el bloqueo de las caspasas efectoras no indujo
cambios en ambos casos.
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De igual forma que se hizo con los genes proapoptéticos, dado que DrlICE
y DCP1 mostraron ser necesarios tanto para la muerte como para la
migracion celular, se test6 si eran capaces de reproducir la funcién de
p35 a nivel del bloqueo de la muerte en tejidos CIN, pero sin genera el
efecto invasivo. Dicho resultado se corroboré al rescatar la muerte celular
de forma igual o superior a p35 respectivo, pero induciendo en este caso
niveles de migracion inferiores a los obtenidos en presencia de p35
(Figura 32A-A’). Ademas, de nuevo su bloqueo no tuvo repercusiones

sobre el tamafio tumoral (Figura 32B).

2.3 Consecuencias de la sobreactivacion de la via apoptética en tumores
CIN.

Los datos obtenidos con anterioridad prueban que la via apoptética esta
involucrada en la induccién de invasividad en una situacién tumoral
cuando dichas células no pueden finalizar el proceso apoptético. Todo
ello en conjunto sugiere que la invasividad es directamente proporcional

a un incremento de las caspasas efectoras.

Con el objetivo de testar dicha suposicidbn se sobreexpresé en una
situacion tumoral las tres caspasas (Figura 33A-A’). Sorprendentemente
solo la sobreexpresion de DRONC y DCP1 gener6 un aumento
significativo de la invasividad celular. En el caso de la sobreexpression
de DrICE, solo se produjo un leve incremento que no llegd a ser
significativo. Dichas sobreexpresiones no indujeron cambios en el

tamafo tumoral, con la excepcion de UAS drice (Figura 33B).
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Figura 33A-A’. Incremento invasivo por la sobreexpresion de las
caspasas. Cuantificacion de la invasividad celular en un tumor CIN
(apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35) donde se sobreexpresan las tres
caspasas DRONC, drICE y DCP1. Las imagenes presentan una barra a
escala de 50 pum.

Figura 33B. Efecto en crecimiento tumoral de la sobreexpresion de
las caspasas. Tamafio tumoral medido por el Ratio Dorsal/Total.

Ademas, se comprobd que las tres sobreexpresiones indujeran un alto
grado de muerte celular al realizar la sobreexpression sobre un tejido
nativo, donde generé un alto grado de picnosis en sus nucleos (Figura
34), destacando el fenotipo de UAS drice como el que indujo el fenotipo
mas agresivo.

También, se verifico que el aumento en la migraciéon observado en UAS
dronc y UAS dcpl era realmente una consecuencia de una sobre-
activacion de la via apoptética. De hecho, se produjo un fuerte incremento
de DCP1 activo en los tumores CIN (Figura 35), detectado mediante

inmunohistoquimica con anticuerpo contra cDCP1 procesado y activo.
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Figura 34. Picnosis celular ante la sobreexpresion de las
caspasas. Picnosis nuclear de las células del disco de ala generada
por la sobreexpresion de las caspasas DRONC, drICE y DCP1 en una
situacion de tejido nativo (apGAL4>MyrT).

(ap> CIN; p35)
- UAS dronc UAS dcp1

MyrT

DAPI cDCP1

Figura 35. cDCP1 ante la sobreexpresion de las caspasas.
Inmunohistoquimica del anticuerpo de DCP1 donde se aprecia el
aumento de DCP1 activo (cleaved DCP1) ante UAS dronc y UAS dcpl
en tumores CIN (apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35). Las imagenes
presentan una barra a escala de 50 um.
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Es importante destacar que UAS dcpl gener6é el incremento mas
acusado de DCP1, pudiéndose observarse incluso una fuerte
acumulacion de este en las células que invadian el compartimento ventral
(Figura 36).

(ap>CIN; p35 UAS dcp1)

MyrT cDCP1

Figura 36. cDCP1 en células migratorias. Células migrantes con altos
niveles de DCP1 activo ante la expresién de UAS dcpl en tumores CIN
(apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35) en del disco de ala.

2.4 La migracion en tumores CIN es un proceso invasivo activo.

Sin embargo, dado el hecho de que la presencia de caspasas en
situaciones normales induce la muerte celular, cabia la posibilidad de que
el fenébmeno invasivo pudiera estar enmascarando una muerte tardia de
las células. Para saber si realmente el proceso observado era una
migracion activa de células o simplemente eran células perecederas que

sufrian el desplazamiento por la delaminacion y desestructuracion del
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tejido tumoral, se realizé el analisis por TUNEL. Dicho andlisis consistio
en cuantificar el porcentaje de muerte en la poblacion migratoria en un
tejido CIN bloqueando la via apoptética a nivel de los genes
proapoptoéticos (ap>CIN miRHG), con una situacion CIN p35, donde la
via apoptotica queda blogueada a nivel de las caspasas efectoras. Dicho
estudio mostré que ambos bloqueos poseian un porcentaje muy similar

de células positivas para TUNEL (Figura 37A-A’).

(ap>CIN; p35)

(ap>CIN; miRHG)

:.TUNEL miRHG

= None
18%
81% 82%

Figura 37A-A’. TUNEL de la poblacién migrante. TUNEL de las
células migrantes en una situacion CIN (apGAL4>MyrT, bub3-ARNi)
donde se bloqued la muerte mediante p35 (final de la via apoptética)
y miRHG (inicio de la via apoptoética). La cuantificacion muestra el
porcentaje de células positivas para TUNEL en ambos casos.

MyrT TUNEL >

MyrT TUNEL

% Células migratorias
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Este resultado implica, por un lado, que en la poblacion migratoria
aproximadamente un 20%, sufren un proceso de muerte independiente
de la via apoptoética, pero, por otro lado, que el 80% de la poblacién
migratoria es negativa para marcadores de muerte, descartando asi que
la mayoria de las células invasivas sean una poblacion de células

perecederas

Sin embargo, aun era necesario correlacionar dicha poblacién migrante
realmente con la presencia de caspasas y asegurar que dichas células
con caspasas activas no eran mayoritariamente positivas para
marcadores de muerte. Dicha informacion se corroboré mediante el uso
del sensor GC3Ai, capaz de marcar aquellas células que presentan

actividad de caspasas (Schott, Ambrosini et al. 2017).

La colocalizacion del sensor de caspasas con TUNEL demostré que, de
la poblacion migrante positiva para caspasas, tan solo el 25% eran
positivas para TUNEL (Figura 38A-A’), lo que implica que el 75% de
células migrantes con altos niveles de caspasas activas no presentaban
marcadores de muertes, y por tanto que la migracion generada por la via
apoptética es un proceso activo realizado por células que estan evitando

el proceso de muerte.
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Figura 38A-A’. Colocalizacion TUNEL y sensor GC3Ai. Cuantificacion
de la colocalizacién de células migrantes en un tumor CIN positivas para
TUNEL (azul) y para el sensor de caspasas GC3Ai (verde).

2.5 DUOX y MYO1D no son necesarios para la migracion celular

Como se explicé en la introduccién, en 2018 se publicé que en el disco
de ala en Drosophila un sistema de retroalimentacién positiva que guiaba
la activacion de la via de las caspasas e influia directamente sobre la
funcion de la caspasa iniciadora DRONC (Amcheslavsky, Wang et al.

2018). De acuerdo con este sistema la proteina MYO1D contribuia a
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localizar la proteina DRONC en a la membrana celular donde su
interaccion con DUOX se traducia en la secrecién de ROS al espacio
extracelular, que concluia con una activacién en bucle de JNK y la via
apoptética a través de hid. Con el propdsito de analizar si dicho sistema
también estaba implicado en el fenotipo migratorio de nuestro modelo, se

bloquearon ambas proteinas mediante duox-ARNi y myolD-ARNi en

tumores CIN.
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Figura 39A-A’. DUOX y MYO1D en invasividad. Cuantificacion de la
invasividad celular en tumores CIN (apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35) al
bloquear las proteinas DUOX y MYO1D. Las imagenes presentan una
barra a escala de 50 pum.

Figura 39B-C. Efecto en crecimiento tumoral de DUOX y MYO1D.
Cuantificacién del tamafio tumoral mediante el Ratio D/T.

El resultado fue que myolD-ARNi no indujo ninguna alteracion ni en la
invasividad (Figura 39A) ni en el tamafio tumoral (Figura 39C). Sin

embargo, el bloqueo de DUOX generd un incremento de la invasividad
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(Figura 39A), acompafado de una disminucién del tamafio tumoral
(Figura 39B). Dichos resultados indican que el sistema mencionado no
media la activacion de la via de las caspasas, sin embargo, el hecho de
que el bloqueo de DUOX generase un incremento de la invasividad
celular si podia sugerir una interacciona con la via apopt6tica como
bloqueador de alguno de sus componentes, 0 como competidor por la
interaccion con DRONC (este punto se desarrollara posteriormente en el

apartado Discusion).

2.6 La caspasa iniciadora DREDD también contribuye a la invasividad

celular en los tumores CN

Como se explicd con anterioridad, existen caspasas de la via cuyo papel
se ha caracterizado como secundario poco relevante, sin embargo, en
vista de que los resultados con DRONC presentaron cierta controversia

acerca de su papel como Unico activador de las caspasas efectoras,

decidi6 testarse también la posible implicacion de la caspasa iniciadora
DREDD (Figura 40).
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Figura 40A-A’. DREDD en invasividad. Cuantificacion de la invasividad
celular en tumores CIN (apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35) al bloguear la
caspasa iniciadora DREDD. Las imagenes presentan una barra a escala
de 50 pm.

Figura 40B. Efecto en crecimiento tumoral de DREDD. Cuantificacion
del tamafio tumoral mediante el Ratio D/T.

88



El resultado del bloqueo de DREDD en tumores CIN también gener6 un
descenso significativo de la invasividad celular (Figura 40A-A’), sin

afectar al tamafio tumoral (Figura 40B).

Respecto a su capacidad de rescatar muerte, los resultados obtenidos
por TUNEL del bloqueo en tejidos CIN (muerte activa) mostraron también
gue dredd-ARNi tampoco fue capaz de rescatar la muerte celular (Figura
41A-A).
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Figura 41A-A’. Muerte celular ante el blogueo de DREDD.
Cuantificacion por TUNEL de la muerte celular en tejidos CIN
(apGAL4>MyrT, bub3-ARNi) al bloquear la caspasa iniciadora DREDD.
Las imagenes presentan una barra a escala de 50 pm.

Todo ello en conjunto, sugiere que DREDD participa en el evento
migrante de los tumores CIN al inducir una disminucién de la invasividad
celular. En consecuencia, podria sugerir la presencia de varios factores

activadores de las caspasas efectoras.

89



CAPITULO 3: Contribucién de JNK en la activacion de la via

apoptotica responsable del fenotipo invasivo

3.1 Coexistencia de dos poblaciones migratorias en los tumores CIN

Una vez caracterizado que la via apoptética contribuia al fenotipo
invasivo, el siguiente objetivo fue determinar la via responsable de su
activacion. Como se explic6 anteriormente, existen distintas vias
descritas que son capaces de activar la via apoptética, sin embargo, dado
gue ya nuestro laboratorio describié previamente el rescate de la
migracion por el bloqueo de la via de JNK (Benhra et al. 2018), este fue

el primer candidato a testar.

En primer lugar, se analiz6 la posible colocalizacién de la actividad de
caspasas, detectado con el sensor GC3Ai (Schott, Ambrosini et al. 2017),
con la via de JNK, detectado mediante el anticuerpo de MMPL1. El
resultado obtenido mostré que ambas poblaciones celulares presentaban
una alta exclusion (Figura 42A). Los porcentajes obtenidos fueron que un
40,5% de las células migratorias eran positivas para MMP1, el 43% eran
positivas para el sensor de caspasas GC3Ai, un 8% de las células no
presentaron marcaje por ninguna de ellas y tan solo un 8,5% de las

células presentaban colocalizacion de los dos marcadores (Figura 42A)).

El resultado obtenido muestra que hay un pequefio porcentaje de células
(8,5%) que si podrian corresponder a caspasas activadas por la via de
JNK, sin embargo, la gran exclusion obtenida entre ambas sugirié que
podria existir una segunda via, ademas de la via de JNK, que estaria

contribuyendo al fenémeno invasivo asociado a la via de las caspasas.
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Figura 42A-A’. Poblaciones migratorias. Poblaciones migratorias en
tumores CIN donde se marca la poblacién de caspasas mediante el
sensor GC3Ai y JNK mediante MMP1. La cuantificacion muestra que
ambas poblaciones son altamente excluyentes.

Para corroborar la presencia de dos poblaciones dentro de las células
migratorias se utilizé un segundo sensor de la via de JNK, en este caso
puc LacZ (Figura 43A). La cuantificacion de este también mostr6 que un
47% de las células migratorias eran negativas para el sensor de JNK y
corroborando asi que existen dos poblaciones diferentes, donde solo una

de ellas era positiva para sensores de la via de JNK (Figura 43A).
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Figura 43A-A’. Poblacion migratoria PUC. Porcentaje de células
migratorias en tumores CIN positivas para la via de JNK mediante el
sensor puc LacZ. De nuevo se muestra la existencia de una segunda
poblacién que es negativa para los marcadores de esta via de JNK.

3.2 Contribucion de JNK a la activacion de la via de las caspasas

Los resultados obtenidos acerca de las dos poblaciones existentes en el
modelo migratorio sugerian que la activacion de caspasas podria ser por
tanto independiente de JNK o existir una segunda via activadora de las

mismas.

El blogueo de la via de JNK mediante el uso de un mutante dominante

negativo de bsk (bsk DN) mostré un efecto nulo rescatando la activaciéon
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del sensor de caspasas GC3Ai (Figura 44A-A’) en contraste con el

bloqueo directo de la via de las caspasas mediante el uso del miRHG
(Figura 44B-B").
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Figura 44A-A’. Blogueo GC3Ai por bskDN. Expresion y cuantificacion
del sensor de caspasas GC3Ai en un tumor CIN al bloguear la via de
JNK mediante bskDN. Las imagenes presentan una barra a escala de
50 pm.

GC3Ai/ Area

o

Figura 44B-B’. Bloqueo GC3Ai por miRHG. Expresion vy
cuantificacion del sensor de caspasas GC3Ai en un tejido CIN al
bloquear la via de las caspasas mediante el miRHG. Las imagenes
presentan una barra a escala de 50 um.
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Por otro lado, si llegd a detectarse un leve descenso de la activacion del
sensor del gen proapoptotico hid ante el bloqueo en tumores CIN con
bskDN (Figura 45A-A).
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Figura 45A-A’. Bloqueo de hid por bskDN. Expresion y cuantificacion
del sensor hid LacZ en tumores CIN al bloquear la via de JNK mediante
bskDN.

Para clarifcar la capacigad de JNK ge controlar la activacion de la via
apoptética se analizé también su impacto por gPCR, observando que el
bloqueo de la via de JNK due capaz de generar un rescate parcial de la
activacion de hid y rpr (Figura 46), siendo mayor su eficiencia en el
rescate de rpr, pero presentando también rescate significativo para hid.
Dicho dato demuestra que JNK tiene relevancia en la activacion de las

caspasas, pero que debe existir una segunda via de activacion.
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Figura 46A. QPRC de hid al bloquear JNK. QPCR de la expresion de
hid comparando una situacién nativa, un tumor CIN y un tumor CIN con

la via de INK bloqueada.

Figura 46B. QPRC de rpr al bloquear JNK. QPCR de la expresion de
rpr comparando una situacién nativa un tumor CIN y un tumor CIN con

la via de JNK bloqueada.

3.3 Rescate parcial de la muerte celular mediante el bloqueo de la Via

de JNK.

Paralelamente se estudié la capacidad de rescatar muerte ante el
blogueo de la via de JNK. En dicho caso se observd que solo se lograba
un rescate parcial de la muerte celular con TUNEL (Figura 47). Sin
embargo, la observacion detallada de los nucleos mostro que si existia
un rescate de la picnosis celular en la zona mas inferior del pouch (Figura
47), donde residia una poblacion de células cuya muerte estaba siendo

rescatada, y que de forma contraria eran eliminadas en el tejido control.

Todo ello en conjunto muestra que JNK es capaz de regular la via
apoptética, sin embargo, al inducir un rescate parcial, los datos obtenidos

sugieren la presencia de una segunda via de activacién de la via de las

caspasas responsable de nuestro fenotipo.
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Figura 47. Muerte celular ante el bloqueo de JNK en tejidos CIN.
Muerte celular medida mediante TUNEL en tejidos CIN
(apGAL4>MyrT, bub3-ARNi) al bloquear la via de JNK mediante bsk
DN.

(ap>CIN)

>

DAPI

MyrT

— B bskDN

Figura 48A-B. Rescate de la picnosis nuclear por bskDN. Rescate de
la muerte celular mediante el bloqueo de la via de JNK mediante el uso
de bsk DN, donde se puede observar un mayor numero de célula no
picnoticas en la parte inferior del pouch (B), en contraste con la situacion
control (A).
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CAPITULO 4: Dp53 y la mitocondria como activadores de la via de
las caspasas

4.1 Papel de Dp53 en la activacion de la migracién inducida por caspasas

Dado que JNK no demostr6 ser el regulador de la migracion inducida por
caspasas, decidio estudiarse nuevos candidatos capaces de regular la
activacion de la via apoptoética, y por tanto fueran responsables del
fenotipo invasivo y la muerte celular asociados a la misma. El siguiente
candidato que testar fue Dp53, un factor que, como se explicoé con
anterioridad presenta una ampliamente descrita relacion con la activacion

de las caspasas en el caso de los modelos mamiferos.

De igual manera que en el capitulo anterior, lo primero fue estudiar la
exclusion con la via de JNK en la poblacién migratoria.  Utilizando un
sensor de actividad de Dp53, se estudié su colocalizacién y el resultado
obtenido mostré exclusion importante entre ambos, presentando un 46%
de la poblacién positiva Gnicamente para Dp53, un 27% para MMP1, un
18% positiva para ambos y un 9% de células negativas para ambos

marcadores (Figura 49A).

Dichos porcentajes muestra un grado importante de exclusion en la
poblacién migrante, pero no tan definida como en el caso anterior con el
sensor de caspasas (GC3Ai), dado que la poblacion positiva en este caso
para ambos marcadores pasoé a ser de un 18% en vez de un 8%, como

se obtuvo previamente (Figura 42).
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Figura 49. Poblaciones migratorias Dp53. Porcentaje celular de la
poblacién migratoria en tumores CIN positivas para el sensor de Dp53
(p53 GFP) y la via de JNK (MMP1). Se obtuvo un 46% de células
positivas para p53, un 27% de células positivas para JNK, un 18%
positivo para ambos y un 9% negativo para los sensores.

Todo ello en conjunto sugeria una menor especificidad, pero dada la
exclusion obtenida se decidié estudiar el efecto sobre la migracién y la

muerte en nuestro sistema ante el bloqueo de Dp53.
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4.2 El bloqueo de Dp53 indujo incremento de la invasividad y muerte

De igual manera que en los capitulos anteriores se analiz6 si Dp53 era
necesario para el evento invasivo en los tumores CIN. Para ello, se
bloqueo tanto Dp53, como su activador AMPK (Mandal, Guptan et al.
2005). Contrariamente a lo esperado, el resultado de ambos bloqueos
mediante ampk-ARNi como Dp53-ARNi indujo un incremento de la
invasividad celular (Figura 50 A-A’), sin afectar al tamafio tumoral como

se vio por la ratio D/T respecto al control (Figura 50B).
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Figura 50A-A’. Dp53 en invasividad. Invasividad celular al bloguear en un
tumor CIN (apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35) Dp53 mediante el bloqueo por
Dp53-RNAi y ampk-RNA..

Figura 50B. Efecto en crecimiento tumoral de Dp53. Tamafio tumoral
medido mediante la ratio Dorsal/Total de los tumores.
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Paralelamente, ninguno de los bloqueos fue capaz de inducir un rescate
significativo de la muerte celular presente en los tejidos CIN (muerte
activa) (Figura 51).
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Figura 51A-A’. Muerte celular ante el bloqueo de Dp53 en tejidos
CIN. Cuantificaciéon de la muerte celular por TUNEL al bloquear Dp53
mediante Dp53-RNAi y ampk-RNAIi en tejidos CIN (apGAL4>MyrT,
bub3-ARN:i).

Ambos resultados de forma conjunta sugirieron que Dp53 no es el
candidato responsable detras del evento migratorio mediado por las
caspasas.
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4.3 Las células migratorias presentan altos niveles de fragmentacién

mitocondrial

La informacion obtenida mostr6 que Dp53 no era el candidato
responsable de la activacion de las caspasas en nuestro sistema, pero si
que se encontraba activo en un alto porcentaje de células migratorias.
Por ello, y dado que Dp53 esta estrechamente relacionada con el estado
energeético de las células, y que las células aneuploides presentan altos
niveles de estrés proteotdxico que induce fragmentacién mitocondrial
(Joy, Barrio et al. 2021), se decidié analizar si existia fragmentacion
mitocondrial en las células migratorias (Figura 47). Para ello se utiliz6 un
marcador mitocondrial denominado MitoGFP que marcaba en verde el
patrén mitocondrial. El resultado fue que la gran mayoria de las células
migratorias sufrian un alto grado de fragmentaciéon mitocondrial (Figura
52A), incluso pudieron apreciarse a lo largo de las estructuras de filopodio

de algunas de las células (Figura 52B-B).

(ap>CIN; p35, mito GFP)

MyrT

Figura 52A-B. Fragmentacion mitocondrial en células migratorias.
Células migratorias en tumores CIN con altos niveles de fragmentacion
mitocondrial, marcados en verde por MitoGFP.
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Con el objetivo de dilucidar si la fragmentacion mitocondrial era necesaria
para el evento de migracion, se bloqueé la proteina DRP1 responsable
de inducir la fragmentacién mitocondrial (Clavier, Rincheval-Arnold et al.
2016), mediante un ARNi especifico (Figura 53). Los resultados
obtenidos mostraron que el bloqueo de la fragmentacion mitocondrial no
indujo una disminucion significativa de la invasividad celular (Figura 53A-
A’). Dicho bloqueo tampoco tuvo efectos a nivel del tamafio tumoral
(Figura 53B). Todo ello sugiere que la fragmentacion mitocondrial es una
consecuencia de la aneuploidia y la activacion de la via de las caspasas,

y no a la inversa.
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Figura 53A-A’. DRP1 en invasividad. Cuantificacién de la invasividad
celular en tumores CIN al bloguear la fragmentacion mitocondrial mediante
drp1l-RNAI.

Figura 53B. Efecto en crecimiento tumoral de DRP1. Tamafio tumoral
medido mediante la ratio Dorsal/ Total de los tumores CIN al bloquear con
drpl-RNA..

4.4 Contribucion del ciclo celular al fenotipo invasivo

En vista de los resultados obtenidos con Dp53, se descartd su papel
como activador de fendmeno invasivo dependiente de caspasas. Sin
embargo, el incremento de la invasividad ante el bloqueo con Dp53-ARNi

y ampk-ARNi sugirié que podia estar interaccionando indirectamente con
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el evento de migracion. Como se describi6 en la introduccion, p53 esta
implicada en numerosos procesos ademas de la muerte celular, pero
destaca su papel como elemento regulador de ciclo celular, capaz de
inducir su arresto celular entre las fases G1 y S mediante la regulacién
de la ciclina E, crucial para la progresion en el ciclo (Marchesi and Bagella
2013).

Con el objetivo de ver el efecto sobre el ciclo celular contribuia a la
invasividad, se estudié de qué manera afectaba el bloqueo mediante
ARNi de E2F (Figura 54A), proteina que actla como regulador
transcripcional clave para la transicion a la fase S (Marchesi and Bagella
2013). El resultado de dicho bloqueo generd una disminucion de la
invasividad celular (Figura 54A’), sugiriendo por tanto que el arresto en

las fases G1y S es desfavorable para la migracién celular.
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Figura 54A-A’. E2F en invasividad. Cuantificacion de la invasividad
celular en tumores CIN al bloguear el ciclo celular mediante E2F-RNA..

Ademas, siguiendo la misma linea argumental, también se estudi6 el
arresto en dicha fase mediante el blogueo directo de la ciclina E por un
ARN-i especifico. De nuevo, el resultado fue una importante disminucion

de la invasividad celular en los tumores CIN (Figura 55).
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Figura 55A-A’. Cyc E en invasividad. Cuantificacion de la invasividad
celular en tumores CIN (apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35) al bloquear
el ciclo celular mediante CycE RNA-i.

Los datos obtenidos con E2F-ARNi y CycE-ARNi, sugirieron que el
arresto en fases G1-S parece actuar en detrimento de la invasividad
celular. Con el objetivo de corroborar si las células migratorias no estaban
mayoritariamente arrestadas en las fases iniciales del ciclo (G1y S), o si
existia también la presencia de dos poblaciones, se decidié estudiar el

arresto celular en la poblacion migratoria.

Para ello, se utilizé la linea Fly-FUCCI (fly fluorescence ubiquitin cell cycle
indicator) donde la fase del ciclo celular en que se encontraban las células
migratorias queda marcada mediante un cédigo de colores regido por la
presencia de dos fluoroforos. El sistema Fly-FUCCI esta basado en dos
reporteros, E2F-GFP y CycB-RFP, que son degradados ante las ligasas
APC/C y CRL4-Cdt2, haciendo que el momento del ciclo celular quede
indicado por la conjugacion de dichos fluoroforos (Zielke, Korzelius et al.
2014)(Gerlach, Sander et al. 2019) (Figura 56B). En este caso el
promotor ap> carece de la proteina MyrT, y el seguimiento de las células
migratorias fue por inmunohistoquimica mediante anticuerpo anti-p35. El
resultado obtenido mostr6 que la mayoria de las células migratorias eran
positivas para ambos marcadores, lo cual implicé que estaban arrestadas

en fase G2 del ciclo celular (Figura 56A). No se detecto la presencia de
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dos poblaciones en este caso, dato que indicaria que es un rasgo comuan
tanto de la via de JNK como de la via dependiente de caspasas. Todo
ello conjuntamente concuerda con los datos obtenidos en nuestro
laboratorio acerca de que las células aneuploides quedan arrestadas en
G2 (Joy, Barrio et al. 2021), lo que sugiere que el arresto en dicha fase
contribuye al fendbmeno invasivo.

(ap> CIN; p35, Fly FUCCI)

'RFP 2>

p35 GF I

Figura 56. Arresto en G2 de las células migratorias. Poblacion
migratoria en tumores CIN marcada segun el arresto celular mediante
la técnica de Fly-FUCCI. Mayoritariamente se detect6 tanto el fluoréforo
rojo como el verde, indicando por tanto el arresto en fase G2.

Figura 56B. Sistema Fly-FUCCI. Cddigo de colores del sistema Fly-
FUCCI utilizado, donde se marcan en verde la fase G1 marcada con
E2F-GFP, la fase S se marca con CycB-RFP, y la fase G2 se marca al
colocalizar ambos sensores.
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CAPITULO 5: JAK/STAT como candidato de activacion del fenotipo

invasivo inducido por caspasas

5.1 JAK/STAT esta activo en la segunda poblacion migratoria

Dado que Dp53 demostro no ser el elemento responsable de la activacion
de la via de las caspasas, el siguiente candidato fue la via de JAK/STAT,
la cual, como se ha indicado en la introduccién, ha sido descrita también
como activadora de la via de las caspasas a trasvés de hid (Borensztejn,
Boissoneau et al. 2013) (Maurya, Surabhi et al. 2021). Ademas, de
acuerdo con una de las ultimas publicaciones, la via de JAK/STAT se ve
incrementada a lo largo de la vida del tumor dada la contribucion
sistémica de las citoquinas proinflamatorias generadas en otros tejidos
gue inducen la retroalimentacién positiva para dicho proceso inflamatorio
(Roméo, Muzzopappa et al. 2021). Por estas razones, este fue el

siguiente candidato de estudio.

En primer lugar, se testd su expresion en la poblacion migrante mediante
el reportero STAT-GFP. Dicho experimento corroboré una alta exclusién
de dicha via con la de IJNK, al carecer de colocalizacién entre el marcador
de JNK (MMP1) y el reportero STAT-GFP, obteniendo que un 44% de
células migratorias fueron positivas para STAT-GFP, un 30% positivo
para JNK, un 13% positivas para ambos y un 13% negativa para cualquier
marcador (Figura 57). Dada la alta exclusion de ambas vias se considerd

como posible candidato de la activacion de la via de las caspasas.
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Figura 57. Poblaciones migratorias STAT GFP. Porcentaje de células
migratorias en tumores CIN positivas para el reportero STAT GFP de la
via JAK/STAT o para MMP1 como reportero de la via de JNK. Se obtuvo
un 44% de células positivas para JAK/STAT, un 30% positivo para JNK,
un 13% positivas para ambos y un 13% negativa para cualquier
marcador.

5.2 Rescate del fenotipo invasivo y la muerte celular mediante el bloqueo

de la via de JAK/STAT

De igual forma que en los casos anteriores, se estudio si el bloqueo de la
via de JAK/STAT era capaz de rescatar tanto la muerte celular como la

invasividad.
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En términos de migracion, el resultado obtenido del bloqueo a distintos
niveles de la via (stat-ARNi, hop-ARNi, dome-ARNi) generd un rescate
muy significativo de la invasividad de las células tumorales (Figura 58A-
A’). Respecto al tamafio tumoral, no se vio alterado més que en presencia

del hop-i como mostré el analisis de la ratio D/T (Figura 58B).
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Figura 58A-A’. JAK/STAT en migracion. Cuantificacion de la invasividad
celular al bloguear la via de JAK/STAT en tumores CIN (apGAL4>MyrT,
bub3-ARNi; p35) mediante hop-i, stat-i y dome-i.

Figura 58B. Efecto en crecimiento tumoral de JAK/STAT. Medicién del
tamafio tumoral mediante la ratio D/T del disco de ala.

Respecto a la capacidad de bloquear muerte, su cuantificacion mediante
TUNEL frente a los bloqueos de hop-ARNi, stat-ARNi y dome-ARNi en
tejidos CIN (muerte activa) mostré una importante reduccién de la muerte

celular en todos los casos (Figura 59).
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Figura 59. Muerte celular ante el blogueo de JAK/STAT.
Cuantificacion por TUNEL del rescate de muerte celular inducido in
tejidos CIN (apGAL4>MyrT, bub3-ARNi) al bloguear la via de
JAK/STAT mediante hop-RNAI, stat-RNAi y domeRNA-i.

5.3 JAK/STAT actia como activador de la via de las caspasas

De acuerdo con los datos obtenidos se asumié que JAK/STAT podia
estar actuando como activador de la via de las caspasas al rescatar tanto
muerte como invasividad celular. Para corroborar su implicacion directa
se desarrollaron distintos experimentos para demostrar su relacién en la

activacion de la via apoptotica.
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En primer lugar, la sobreexpresion de la via de JAK/STAT mediante el
uso de UAS hop fue capaz de incrementar la invasividad celular (Figura
60A), sin afectar al Ratio D/T de los tumores CIN (Figura 60B), de igual

forma que se obtuvo al sobreexpresar directamente la via de las

caspasas.
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Figura 60A. Sobreexpresién de HOP en invasividad. Cuantificacion de
la invasividad celular en tumores CIN (apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35)
al sobreexpresar la via de JAK/STAT mediante un UAS hop en tumores
CIN.

Figura 60B. Efecto en crecimiento tumoral de sobreexpresar HOP.
Tamafio tumoral calculado mediante el Ratio Dorsal/Total.

Acto seguido, se analiz6 si la via de JAK/STAT era suficiente por si sola
para inducir muerte celular, resultado que se corrobor6 mediante el
andlisis por TUNEL de la sobreexpression de UAS hop, la cual mostré

una importante induccién de muerte celular en tejidos nativos (Figura 61).

Dado que los datos obtenidos sefalaron tanto por exclusion con JNK
como por la capacidad de rescatar la migraciéon y la muerte, JAK/STAT
se aceptdé como el candidato capaz de controlar la activacién de las
caspasas. Dicha hipotesis se demostré dado que el blogueo de la via de
JAK/STAT fue capaz de inducir un rescate eficiente de la expresion de
hid en los tumores CIN (Figura 62), asi como de la activacion de los

sensores de hid LacZ (Figura 63) y de caspasas (Figura 64).
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Figura 61. HOP inductor de muerte. Muerte celular detectada
mediante TUNEL inducida al sobre expresar la via de JAK/STAT en
el disco de ala de un tejido nativo (apGAL4>MyrT).
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Figura 62. QPCR al bloquear JAK/STAT. QPCR de hid comparando
una situacion nativa, un tumor CIN o un tumor CIN con la via de JNK
bloqueada mediante un mutante dome DN (Dominante Negativo).
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Figura 63A-A’. Reduccién de hid al bloguear JAK/STAT. Rescate
de la activacion del sensor de hid LacZ en tumores CIN al bloguear
con stat-RNAi la via de JAK/STAT.
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Figura 64A-A’. Reduccion de GC3Ai al bloquear JAK/STAT.
Rescate de la activacion del sensor de caspasas GC3Ai en tumores
CIN al bloquear con stat-RNAi la via de JAK/STAT.
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A la vista de dichos resultados se acepto6 que la via de JAK/STAT es clave
para la activacion de las caspasas, asi como para del fenémeno invasivo

inducido por las mismas.

5.4 Reduccion de capacidad invasiva del tumor mediante el tratamiento

con Ruxolitinib

De acuerdo con los resultados obtenidos en que la via de JAK/STAT es
capaz de promover la migracion de las células en tumores CIN, se decidi6
realizar un tratamiento mediante Ruxolitinib, un medicamento utilizado en

el tratamiento quimioterapico en humanos, que actia como bloqueador a
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Figura 65A. Tratamiento con Ruxolitinib en invasividad.
Cuantificaciébn de la invasividad celular en tumores CIN ante el
tratamiento con Ruxolitinib. En la figura se muestra tanto la activacion
del sensor en el tejido control con agua MiliQ, el tejido control con DMSO
y el tejido tratado con Ruxolitinib

Figura 65B. Efecto en crecimiento tumoral del tratamiento con
Ruxolitinib. Tamafio tumoral calculado por el Ratio Dorsal/Total
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nivel de las proteinas JAK, y en nuestro caso a nivel de HOP. (Sharma
and Larkin 2019). De acuerdo con lo esperado, el resultado de dicha
administracion generd una reduccion significativa del fenotipo invasivo

(Figura 65A), sin afectar al tamafio tumoral (Figura 65B).

También se testd el efecto de dicha administracion directamente en la
activacion de las caspasas mediante el censor GC3Ai, obteniendo una
fuerte disminucién de su activacién en los tumores CIN (Figura 66), y
corroborando de nuevo que la via de JAK/STAT es la responsable de la

migracion inducida por caspasas.
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Figura 66. Reduccién de GC3Ai ante el tratamiento con Ruxolitinib.
Reducccion en los niveles de activacion del sensor de caspasas GC3Ai
mediante el tratamiento con Ruxolitinib en tejidos CIN. En la figura se
muestra tanto la activacién del sensor en el tejido control con agua MiliQ,
el tejido control con DMSO vy el tejido tratado con Ruxolitinib.
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Los datos obtenidos durante este apartado concluyen que la via de
JAK/STAT es capaz de inducir la activacion de las caspasas en los

tumores CIN, contribuyendo con ello al fenotipo invasivo que los

caracteriza.
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CAPITULO 6: La migracién inducida por JAK/STAT depende de

ligandos proinflamatorios

6.1 La citoquina Upd3 activa el fenotipo invasivo de JAK/STAT

Como se explicdo en la introduccion, la via de JAK/STAT se activa
mediante la unién de interleucinas proinflamatorias llamadas UPDs, al

receptor de membrana, DOME.

Por esta razén el siguiente objetivo fue corroborar que la activacion de
dicha via es dependiente de ligando, asi como estudiar si la via concreta
de las caspasas en los modelos tumorales CIN presenta especificidad

por alguna de las interleucinas.

De las tres interleucinas existentes, UPD1, UPD2 y UPD3, solamente se
testaron en este estudio la 1 y 3 por ser las que habian presentado
fenotipo en nuestro laboratorio como se demostré en el articulo Ferreira
et al. 2020.

Siguiendo el mismo esquema que en apartados anteriores, en primer
lugar, se estudid la colocalizacion en la poblacién migratoria de la
citoquina proinflamatoria  UPD3 mediante el uso del reportero
transcripcional upd3-LacZ. El resultado obtenido mostr6 una alta
exclusion con la via de JNK (Figura 67A-A’), obteniendo un 41% de
células positivas para UPD3, un 37% positivo para JNK, un 7% positivas

para ambos y un 16% negativa para cualquier marcador.

Es importante destacar que dichos porcentajes fueron muy similares a
los obtenidos en las poblaciones del sensor de caspasas (Figura 42A)
sugiriendo la implicacién de UPD3 en el modelo migratorio inducido por

caspasas.
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Figura 67A-A’. Poblacién migratoria UPD3. Porcentaje de células
migratorias positivas para el reportero transcripcional upd3-LacZ o de
MMP1 como reportero de la via de JNK en tumores CIN. Se obtuvo un
41% de células positivas para UPD3, un 37% positivo para JNK, un 7%
positivas para ambos y un 16% negativa para cualquier marcador.

6.2 El bloqueo de Upd3 rescata la invasividad y la muerte celular

De igual manera que en los apartados anteriores se analizd la
contribucién a la migracién celular mediante ARNis especificos tanto para
UPD1 como UPD3. El resultado obtenido mostr6é que solo upd3-ARNi, y
no upd1-ARNi, fue capaz de rescatar la invasividad de las células (Figura

68A). En ninguno de los casos dichas depleciones generaron
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alteraciones del Ratio D/T de igual manera que en los casos anteriores
(Figura 68B-C).
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Figura 68A. UPDs en invasividad. Cuantificacién de la invasividad
celular en tumores CIN (apGAL4>MyrT, bub3-ARNi; p35) al bloquear la
via de JAK/STAT por medio de ARNis especificos para las interleucinas
proinflamatorias updl y upd3, respectivamente.

Figura 68B-C. Efecto en crecimiento tumoral de los UPDs. Tamafio
tumoral calculado mediante el Ratio Dorsal/Total.

Respecto a su capacidad de rescatar muerte también se logré un rescate
significativo por la deplecion de UPD3, de manera contraria a los

resultados que se obtuvieron en el caso de UPDL1 (Figura 69).
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Figura 69. Muerte celular ante el bloqueo de los UPD. Cuantificacion
por TUNEL del rescate de muerte en tejidos CIN (apGAL4>MyrT, bub3-
ARNI) producido por el bloqueo de las interleucinas proinflamatorias
UPD1 y UPD3 respectivamente mediante upd1-ARNi y upd3-ARNi.

6.3 La sobreexpression de UPD3 induce altos niveles de muerte celular

A pesar de que el modelo genético utilizado no permitia testar que la
sobreexpresion de UPD3 indujera un aumento de la invasividad, se
analizé el efecto de la sobreexpression del mismo en un tejido nativo
(Figura 70), lo cual gener6 altas cantidades de muerte celular, mostrando
asi que UPD3 era suficiente para inducir altos niveles de muerte celular.
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Figura 70. UPD3 inductor de muerte. Sobreexpresion de UPD3 en un
tejido nativo (apGAL4>MyrT) induciendo grandes cantidades de muerte.

Todo ello en conjunto indicé que la via de caspasas y su efecto como
inductora de invasividad en los tumores CIN era regulado por la via de
JAK/STAT y cuya fuente de activacion era especificamente la citoquina
proinflamatoria UPD 3.
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CAPITULO 7: Relacién entre JNK v JAK/STAT, exclusién y

expresion en el tiempo

7.1 Las vias de JNK y JAK/STAT no presentan un bloqueo mutuo

En vista de los resultados obtenidos durante los capitulos anteriores,
cabe preguntarse de qué manera interaccionan las vias de JNK y
JAK/STAT y si existe un blogueo entre ambas dos por el que se genera
una exclusion tan alta. Por ello el objetivo de este Ultimo apartado
consistié en estudiar la relacién existente entre ellas y si la exclusion

podia deberse a que una poblacion induzca el bloqueo de la otra.

En el caso de la via de JNK (Figura 71A), el bloqueo de la via de
JAK/STAT mediante stat-ARNi no indujo variaciones significativas en los
niveles de MMP1(Figura 71A’).
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Figura 71A-A’. Actividad de JNK al bloguear JAK/STAT.
Cuantificacion de los niveles de STAT en tumores CIN al bloquear la via
de JAK/STAT mediante stat-ARNi.

121



Por otro lado, la via de JAK/STAT tampoco presenté alteraciones ante el
bloqueo mediante bsk DN de la via de JNK (Figura 72A-A).

(ap>CIN p35; stat GFP )
bsk DN
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o STAT/ AreaD 57

-- bsSkDN

Figura 72A-A’. Actividad de JAK/STAT al bloquear JNK.
Cuantificacion de los niveles de STAT GFP en tumores CIN al
bloguear la via de JNK mediante bsk DN.

Los datos obtenidos sugieren que no existe una interaccién excluyente
entre ambas ya que el bloqueo de una via no género en ninguno de los

casos la sobreexpresién de la otra.

7.2 Las vias de JNK y JAK/STAT evolucionan de diferente manera

durante la vida del tumor.

Como se vio en resultados anteriores (Figura 25), la expresion de los
genes proapoptdticos no es igual en fases iniciales o fases mas
avanzadas del tumor. Por esta razén se quiso estudiar también de qué
forma evolucionaban las dos poblaciones a lo largo del tiempo, y si existia

una transicion temporal también entre las vias de JNK y JAK/STAT en
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vista de que no parecian presentar exclusion mutua. Con este fin se testd
la evolucién de ambas vias (Figura 73) en tres tiempos para mostrar su
evolucion desde estadios tempranos a tardios de los tumores CIN. El
resultado obtenido mostré que la via de JNK sufria un leve incremento a
lo largo del tiempo sin llegar a ser significativo (Figura 73A-A’), mientras
gue la via de JAK/STAT sufrié un fuerte incrementando a lo largo del

tiempo (Figura 73B-B’).
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Figura 73A-A’. Nivel de activacion de JNK durante el tiempo.
Cuantificacion de la activacion de la via de JNK mediante MMP1 en
tumores CIN a las 96 horas, 144 horas y 216 horas desde la puesta.

Figura 73B-B’. Nivel de activacion de JAK/STAT durante el tiempo.
Cuantificacién de la activacion de la via de JAK STAT en tumores CIN a
las 96 horas, 144 horas y 216 horas desde la puesta.
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7.3 Las poblaciones celulares sufren una transicion temporal durante el

desarrollo tumoral.

En consecuencia, a los datos que se acaban de presentar, y dado que
cada una de las vias se ha demostrado que corresponde a una de las
dos poblaciones mayoritarias que adquieren la capacidad invasiva, la
siguiente pregunta fue que de qué forma oscilaban dichas poblaciones a

lo largo del tiempo.

Para ello se analizaron las poblaciones a las 96, 144 y 216 horas de la
puesta (Figura 74). El resultado fue una transicion temporal donde la via
de JNK era mayoritaria en la poblacibn migratoria inicialmente,
constituyendo el 72% del total de células migratorias, frente a tan solo un
11% de la poblacién positiva para caspasas. Sin embargo, a medida que
transcurre el tiempo, la poblacién mayoritaria pasa a ser la poblacion de
caspasas que supone el 60% de las células migratorias totales a las 216
horas, contrastando con tan solo un 20% de las positivas para la via de
JNK.
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Figura 74. Evolucién temporal de las poblaciones celulares.
Evolucién de las poblaciones celulares a lo largo del tiempo en tumores
CIN del disco de ala a 96, 144 y 216 horas.
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DISCUSION
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1.Funciones de los genes proapoptoéticos en migracion

Como se ha explicado a lo largo de este proyecto, la via apoptética se
inicia por la activacion de los genes proapoptoticos. Durante este trabajo
se analizé concretamente la contribucién de rpr y hid al evento de
migracion. Los resultados obtenidos muestran que ambos tienen una
funcién como inductores de muerte celular, dado que su bloqueo es
capaz de rescatar la muerte detectada tanto por TUNEL como por la
picnosis de los ndcleos generada en los tejidos CIN (Figura 28). Sin
embargo, es interesante destacar la presencia de una segunda funcién
diferencial entre ambos, una funcién no apoptética relacionada con la

adquisicion de capacidad invasiva.

Se sabe que las proteinas proapoptéticas RPR, HID y GRIM a pesar de
ser homdlogos responsables de la activaciéon de la misma via, tienen
realmente pocas similitudes a nivel estructural, lo que se asocia a
funciones especificas desempefiadas por cada uno de ellos (Vucic,
Kaiser et al. 1998). Este es el caso, de acuerdo con los resultados
presentados en este trabajo, ya que se demuestra que tanto RPR como
HID presentan un papel directo como activadores de muerte celular, pero

en contraste, sélo HID es responsable del fendmeno invasivo.

Ademas, el hecho de que hid-ARNi por si solo fenocopiase el efecto
obtenido por el miRHG (Figura 27), sugiere tanto que es necesario para
la migracion de dichas células, como que es el principal gen
proapoptético responsable del fenotipo invasivo, dado que su bloqueo

individual es equiparable al bloqueo de los tres genes en paralelo.

Respecto a si RPR 0 GRIM podrian tener también un cierto efecto sobre
la invasividad celular, aunque sea de forma mas leve, no puede
descartarse por completo dado que ambos también son activadores de

la via apoptética y por tanto de las caspasas, responsables de inducir
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migracion. Por tanto, la pregunta es qué interacciones presenta HID para

generar el fenotipo invasivo.

La respuesta podria estar relacionada con una de las caracteristicas mas
importantes de las proteinas proapoptéticas, ya que, ademas de actuar
como activadores de las caspasas, son proteinas con multiples
interacciones, capaces de desempefiar funciones concretas en la muerte
celular que van mas alla de la mera activacion de DRONC (Thomenius
and Kornbluth 2006). Ejemplo de ello es su interaccion directa con ciertos
elementos de la mitocondria, responsables de inducir su fragmentacion
(Abdelwahid, Yokokura et al. 2007).

Ademas, un aspecto importante en la especificidad de HID por la
invasividad celular podria relacionarse con su localizacién en la
membrana mitocondrial, a diferencia de RPR y GRIM. Esto podria influir
en la supervivencia celular ante un estrés determinado o directamente en
el suministro energético de la célula, fundamental para un proceso activo

de desplazamiento.

En este contexto es fundamental entender que en procesos biolégicos
gue median respuestas a estrés celular, las concentraciones de distintos
elementos constituyen un factor fundamental para definir el futuro de
cada célula. Las sefiales que afectan a las células aneuploides, en
estadios tempranos o mas avanzados, también son muy diferentes. De
hecho, la activacion de los genes proapoptéticos ante distintos estimulos
no ocurre de la misma forma. Ejemplo de ello es el caso de la respuesta
a la ecdisona durante el desarrollo, la cual induce la activacion directa de
rpr, convirtiéndolo en una respuesta primaria a dicho estimulo, a
diferencia de la activacion de hid, que al presentar un mecanismo de
mayor complejidad corresponde a una respuesta mas tardia o secundaria
(Jiang, Lamblin et al. 2000). Dichas diferencias se ponen de manifiesto

de acuerdo con los datos obtenidos, donde el pico de rpr se da en
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momentos mas iniciales del tumor y luego mantiene un nivel de actividad
constante, mientras que hid sufre un incremento exponencial con el paso

del tiempo.

Por otro lado, un punto interesante que mencionar respecto a la
activacion de la via apoptotica, es la contradiccion que puede suponer
gue la misma via que es inductora de muerte sea capaz de actuar
también en un contexto de supervivencia y migracion. Sin embargo, si
dichas capacidades se sitlan en un contexto biolégico diferente del
tumoral, no resulta tan extrafio. De hecho, el proceso de proliferacion
inducida por apoptosis (AiP) esta también basado en la reorganizacion
de las nuevas células, sustitutas de aquellas que han sido eliminadas,
para lo cual, la movilizacion celular es un proceso fundamental para
recuperar la homeostasis del tejido. Por tanto, existe la posibilidad de que
no sea mas que un mal funcionamiento de un sistema reservado a
regenerar el tejido, pero que en células tumorales con potencial ilimitado
de supervivencia y crecimiento ocasiona un efecto contrariamente dafino

para el organismo que lo padece.

2.Implicaciones de los elementos de la via apoptética relevantes en
migracion

Uno de los objetivos de este trabajo fue elucidar cual o cuales eran las
caspasas implicadas en el evento de migracién. Los datos obtenidos
mostraron que el bloqueo de las tres caspasas afectaba a la invasividad

celular, siendo el mas fuerte el bloqueo inducido por dcpl-ARNi, seguido
de drice-ARNi y dronc-ARNIi.

Dichos resultados muestran la clara implicacion de DrICE y DCP1 como
inductoras de migracion al ser elementos finales de la via. En contraste,

el efecto del DRONC se relacioné mas con su capacidad como activador
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de las caspasas efectoras, dado que tanto su bloqueo como su
sobrexpresion generaron un fenotipo menos eficiente en términos de
migracion. A pesar de ello, no se descarta que tenga cierta relevancia
como inductor de invasividad de forma directa, aunque su papel no sea

tan necesario como el de las caspasas efectoras.

Respecto a las caspasas efectoras, el caso que supuso el mayor rescate
se obtuvo en el caso de dcpl-ARNi, el cual llegd a ser superior incluso a
los obtenidos con el miRHG y de hid-ARNi (Figura 26 y Figura 29). Dado
gue son herramientas diferentes es dificil saber exactamente si una de
las caspasas efectoras presenta mayor afinidad por el proceso invasivo
gue la otra, sin embargo, hay dos datos que sugieren una mayor
especificidad como inductor de invasividad de DCP1. Por un lado, el
rescate de muerte celular obtenido con drice-ARNi es uno de los mas
importantes, comparable de hecho al obtenido con el miRHG, lo que
implica una alta eficiencia del ARNi. Sin embargo, su capacidad de
rescatar la invasividad fue menor que la de dcpl1-ARNi (Figura 29 y Figura
30). Por otro lado, en el caso de la sobreexpresion, UAS drice genero6 el
fenotipo de mayor picnosis nuclear, haciendo ver de nuevo que la
herramienta es plenamente funcional, sin embargo, no fue capaz de
inducir un incremento significativo de la invasividad, en contraste con
UAS dcpl que mostré una menor picnosis, pero una mayor capacidad de
inducir invasividad (Figura 32 y Figura 33).

Sin embargo, otra opcion seria que DRICE, dada su fuerte relacién como
inductor de muerte celular no llegue a inducir un fenotipo tan llamativo en
términos de invasividad porque dichas células no llegan a sobrevivir
incluso en presencia del bloqueo de p35. Esto implicaria que ambas son
capaces de inducir la invasividad de las células, pero solo DCP1 presenta
una capacidad realmente invasiva debido a su menor capacidad de

inducir muerte celular en los tejidos.
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Con relacion a la funcién de las caspasas iniciadoras en el fenébmeno
invasivo, DRONC y DREDD también demostraron ser capaces de
rescatar la migracion celular (Figura 29 y Figura 39). Sin embargo, la baja
eficiencia obtenida y el efecto nulo en el bloqueo de la muerte por TUNEL
(Figura 30 y Figura 40), sugeriria que podria deberse a una accién
solapada entre ambas. Esto implicaria que la funcion de activacion
seguiria vigente al bloquear solo una de ellas y, por tanto, seria necesario
un blogueo combinado para obtener un fenotipo mas fuerte. Otras
opciones también factibles en vista de los resultados serian la presencia
de otro componente que actle como activador intermedio, opcion poco
probable ya que la implicacion de otros candidatos ha sido ampliamente
estudiada en este organismo modelo; o bien la capacidad autocatalitica
de las caspasas efectoras ante una situacion apoptética. Dentro de esta
Gltima opcion cabria la posibilidad de su interaccién directa con HID, en
este caso como regulador del evento invasivo, o con otra de las proteinas
proapoptéticas, dado que actualmente no se ha descrito que las
caspasas efectoras sean capaces de inducir su propio procesamiento in

vivo.

También son importantes, dada su relacién directa con DRONC
(Amcheslavsky, Wang et al. 2018), los resultados obtenidos en referencia
al sistema propuesto por Andreas Bergman (Figura 75). El hecho de que
el blogueo de DUOX fuera capaz de incrementar la invasividad (Figura
38), descarta que contribuya al evento de migracién celular, al menos
como activador. Hay varias opciones que podrian explicar dicho
resultado. Una opcidn seria que su interaccion con DRONC supone un
evento competitivo y que, al no ser capaz de inducir su arresto en la
membrana celular, induce mayores niveles de DRONC en el citoplasma,
guedando disponible para actuar como activador de las caspasas
efectoras. Sin embargo, esto no explicaria porque myolD-ARNi no

genero el mismo efecto, a menos que se asuma que el simple transporte

132



de DRONC no evita su funcién como inductor de migracién. Otra
posibilidad seria la disminucion del tamafio tumoral que generd (Figura
38B), lo cual podria estar alterando el resultado y explicaria por qué

myol1D-ARNi no generé el mismo incremento de invasividad.

Hemocyte
ROS ——>
T - Eiger (TNF)
Duox TNFR
basal
Dronc Hid et
Myo1D
Dlapl
JINK (Bsk)
Dronc
P35 == Undead I ) AiP

Epithelial \‘ —,/ Dpp
apical\ >< Cell EGF

Figura 75. Modelo apoptético DUOX-MYO1D. Modelo de interaccién de
las proteinas DUOX y MYOI1D con la via de las caspasas, donde
contribuye con la activacién en bucle la via de INK (Amcheslavsky, Wang
et al. 2018).

3. Relevancia de la via de JNK en nuestro modelo

La informacién aportada sobre la relacion existente entre JNK y la via de
las caspasas en los tumores CIN mostré en algunos experimentos
dificultades para detectar la contribucion real. Uno de los factores clave
gue se consideran responsables de dicho hecho es que la utilizacién de
sensores en el disco de ala bajo el promotor apterous da en numerosas
ocasiones problemas debido a las grandes malformaciones tumorales
donde mudltiples capas de células se solapan y donde llega a generarse

porcentajes importantes de muerte no autbnoma debido a la secrecion
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de moléculas al espacio extracelular. Este hecho, sumado a la
disminucion del tamafio de la region de estudio al usa bskDN, pudo ser
la responsable de los resultados obtenidos, dado que, al afectar al area
de medicién se generaban discos mas pequefios, donde la separacién

de las regiones de muerte no autbnoma no era tan eficiente.

Por ello, aunque los resultados con TUNEL solo mostraron una tendencia
descendente, el analisis en detalle del tejido detectd la presencia de una
poblacion de células mas sanas y no picnéticas (Figura 48), la cual habia
sufrido una fuerte delaminacion a la region mas apical de los discos,
enmascarando asi parte del resultado. Mas concretamente, en la region
basal del pouch, se pudo detectar una poblacién celular donde la via de

JNK es determinante en la muerte celular.

Dada la presencia de esta poblacién particular que parecia estar
concentrada concretamente en la parte basal del pouch, se relaciond,
como se ha comentado en numerosas ocasiones, con el concepto de que
las combinaciones y/o concentraciones de las sefales que estan
presentes sobre cada célula particular son determinantes para definir de
gué forma reacciona a un estrés. Por tanto, de igual forma que células en
distintos puntos del disco, estan sometidas a gradientes diferenciales
durante el desarrollo para definir la conformacién del tejido (Barrio and

Milan 2017), dicha combinacién podria resultar crucial en este caso.

Respecto a de qué manera JNK induce muerte de una forma mas dirigida
a esta poblacion celular, una hipétesis que se ha barajado en esta
direccién es que JNK tenga una mayor afinidad por el gen proapoptotico
rpr, como parecieron indicar los resultados de la qPCR (Figura 45). En
dichos resultados se obtuvo que el mayor rescate de rpr se generé
mediante el bloqueo de JNK llegando a ser préacticamente igual que en
tejido control, mientras que el mayor rescate de hid fue obtenido mediante

el bloqueo de la via de JAK/STAT. Ademas, referente a una relacion mas
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estrecha entre JNK y RPR, se han descrito tanto que presentan una
interaccion especifica, como que RPR per se induce muerte celular de
forma no dependiente de las caspasas efectoras por la disrupcion de la
membrana mitocondrial. (Kuranaga, Kanuka et al. 2002) (Abdelwahid,
Yokokura et al. 2007)

Resultados como el rescate de la expresion de hid y rpr mediante el
bloqueo de la via de JNK (Figura 46), la presencia inequivoca y
excluyente en practicamente la mitad de la poblaciéon migratoria (Figura
42), asi como los datos publicados de la importante capacidad de rescate
de la invasividad descritos en publicaciones anteriores (Figura 76)
(Benhra et al 2018) denotan la gran relevancia de esta via como elemento

inicial en el desarrollo tumoral y el evento migrante.
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Figura 76. JNK en invasividad. El evento invasivo generado en los
tumores CIN sufrié un importante impacto al bloquear la via de JNK
mediante bskDN, demostrando asi la importante relevancia de dicha via
en el modelo migratorio descrito (Benhra et al 2018).

4. Relevancia de p53 y el ciclo celular en nuestro modelo

Como se plante6 en la introduccién, Dp53 presenta una estrecha
reaccion con la via de JNK, sin embargo, en vista de los resultados
obtenidos, no parece indicar que dicho componente tenga un papel
fundamental en el evento invasivo de los tumores CIN. Este hecho

descartaria la presencia mayoritaria de un bucle de amplificacién entre

135



JNK 'y Dp53 en nuestro modelo, sin descartar por completo que puedan
presentar cierta interaccion, dados los resultados obtenidos en las
poblaciones celulares, donde un 18% de las células migratorias

presentaban colocalizacion de ambas vias (Figura 47).

Sin embargo, estuvo presente en un porcentaje muy elevado de las
células excluyentes a JNK, que corresponderia a la poblacion activa para
JAK/STAT. En vista de que el bloqueo tanto por Dp53-ANRi como ampk-
ARNi no fueron capaces de rescatar la muerte (Figura 49) ni la
invasividad (Figura 48), se descart6 que fuera el elemento responsable
de la activacion de caspasas, y, en consecuencia, su alta colocalizacion
en dicha poblacién se relacion6 como un efecto de la actividad de la via
apoptadtica, la cual como se describié con anterioridad induce numerosos
efectos sobre las células. Uno de ellos es la fragmentacién mitocondrial
gue puede ocurrir por accién directa de HID y RPR con elementos
mitocondriales (Kuranaga, Kanuka et al. 2002) (Abdelwahid, Yokokura et
al. 2007), esto se traduciria directamente en un aumento del estrés
proteotdxico y podria ser el desencadenante de activar de Dp53. Todo
ello conjunto implicaria por tanto que la activacién de Dp53 no es causa,

si no consecuencia de la activaciéon de la via apoptética.

En referencia a la forma en que el bloque por Dp53-ARNi y ampk-ARNi
generan un incremento de la invasividad celular, se sugirié que podria ser
debido a que Dp53 induce arresto en el ciclo celular, que se ha descrito
ocurre entre las fases G1y S (Owusu-Ansah, Yavari et al. 2008). Por ello,
se decidi6 elucidar si la poblacion migratoria se encontraba
mayoritariamente en un estadio celular diferente de estos, en este caso
en G2, y que el arresto en las fases iniciales del ciclo celular actuaba en

detrimento de la migracion celular.

Los datos obtenidos por Fly FUCCI corroboraron dicha hipétesis

mostrando que las células migratorias se encontraban en fase G2 en los
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tumores CIN (Figura 54). Ademas, los bloqueos realizados tanto con la
CycE-ARNi como con E2F-ARNi, los cuales también favorecian el arresto
en las primeras fases del ciclo celular, generaron una importante
disminucion de lainvasividad (Figura 53). Dichos datos implican que tanto
el modelo migratorio dependiente de JNK, como el dependiente de
JAK/STAT inducian paralelamente el arresto en el mismo punto del ciclo
celular, hecho que ha sido relacionado en ocasiones con una mayor

supervivencia celular (Cosolo, Jaiswal et al. 2019).

Por todo ello, aunque la evidencia definitiva de que Dp53 actuase
arrestando la poblacién migratoria en las fases G1 y S no se pudo
corroborar por las limitaciones técnicas del modelo, si que los datos
obtenidos presentaron fuertes evidencias acerca de la fuerte conexion
entre la migraciény el arresto en la fase G2, la cual, aunque no pertenecia
a la linea principal de este trabajo, abria una nueva linea de investigacion

del evento invasivo en nuestro modelo.

5.Evolucion temporal de las dos vias y de las poblaciones migratorias

Los resultados obtenidos mostraron como la via de JAK/STAT, presente
en los tumores CIN, era fundamental para la regulacién y activacion del
fendmeno invasivo inducido por caspasas y que ademas dicha induccién
era independiente de la via de JNK. Este dato introdujo el concepto de
coexistencia de distintas poblaciones celulares en lo tumores CIN p35,
donde las células podian adquirir la capacidad invasiva de formas

diferentes.

Dado que ambas vias se mostraron excluyentes en los andalisis
poblacionales (Figura 57), sumado a la constante presencia de pequefio
porcentaje de células positivas para ambas, se acepté que tanto
JAK/STAT como JNK podian inducir migracion celular por si solas o
también actuando de forma simultdnea. Sin embargo, un factor que se

erigi6 como fundamental en la coexistencia de dichas poblaciones pasé
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a ser el tiempo, dado que los tumores CIN presentaron una evolucién
donde inicialmente la progresion tumoral era orquestada por la via de
JNK, pero a medida que avanzaba el tiempo, era desplazada por una
activacion creciente de la via de JAK/STAT. (Figura 73)

El incremento exponencial de la via de JAK/STAT, descrito previamente
en nuestro laboratorio (Roméo, Muzzopappa et al. 2021), era generado
debido a un efecto sistémico desencadenado por el organismo ante el
tumor, donde otros tejidos como el intestino o el musculo se convierte en
fuente de citoquinas proinflamatorias, induciendo la activacién crénica de

la via (Figura 77\
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Figura 77. Efectos sistémicos de los tumores CIN. Los tumores CIN
generados en el disco de ala tienen un efecto sistémico en todo el
organismo generando que diferentes tejidos se conviertan en fuente de
los UPD y afectando el proceso de metamorfosis a través del bloqueo de
la ecdisona (Roméao, Muzzopappa et al. 2021)

El incremento de activacién de la via de JAK/STAT a medida que el tumor
entraba en fases mas avanzadas inducia en consecuencia también la

activacion creciente del gen proapopt6tico hid, el cual se ha descrito por
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ser diana directa de esta via (Borensztejn, Boissoneau et al. 2013,
Maurya, Surabhi et al. 2021). Todo ello generaba la consecuente
activacion de la via de las caspasas, otorgando asi a las células

aneuploides la capacidad de migrar a otros tejidos en los tumores CIN.

Es interesante destacar también que, de acuerdo con los resultados
obtenidos de las distintas citoquinas proinflamatorias, s6lo UPD3 influia
especificamente en la induccion de la migracién celular. Dicha
informacidn correlaciona con evidencias previas que relacionan la IL-8,
homélogo en mamifero de UPD3, con la migracion de células epiteliales

y la formacion de filopodios y estructuras invasivas (Lai, Shen et al. 2011).

Sin embargo, recientemente se describi6 que ante el estimulo por
activacion de RasV12, era la citoquina proinflamatoria UPD1 la que
actuaba como factor proinvasivo en el disco imaginal de ojo y cerebro, a
través también de la interaccion con la via de JAK/STAT (Enomoto,
Takemoto et al. 2021). Todo ello en conjunto indica que estimulos
concretos desempenfan diferencias sutiles, pero de crucial importancia en

las vias que se activaran en respuesta a ello.

También se mencioné al inicio del trabajo la existencia de dos
poblaciones celulares con dos conformaciones distintas: conformacién de
filopodio (conformacién menos habitual) o conformacion de burbuja
(conformacién migratoria mayoritaria). Dado que durante el desarrollo de
los analisis se mostr6é también que existian dos poblaciones respectivas
a las vias de JNK y JAK/STAT, se hipotetizd con la posibilidad de que
cada una correspondiera con una de las vias; sin embargo no se llegé a
relacionar la conformacién con una via especifica dado que se
encontraron  células migratorias de ambas conformaciones
pertenecientes tanto a la poblacion JNK como en la poblacion JAK/STAT
(Figura 78), aunque ciertamente el nimero de células que mostraban

estructuras filopoidales fue mayoritariamente perteneciente a la segunda
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poblacién. Este hecho no es de extrafiar puesto que la induccion de este
tipo de estructuras por la via de JAK/STAT ha sido descrito en numerosas
ocasiones por ser determinante en procesos de adhesion y la alteracion
de la morfologia celular en células migrantes al inducir alteraciones en el
citoesqueleto (Lai, Shen et al. 2011) (Kuai, Wang et al. 2012).

(ap>CIN; p35)
filopodio burbuja filopodio

burbuja

MyrT PUC

Figura 78. Conformaciones celulares en las vias de JNK y de
caspasas. En la poblacion migratoria tanto la poblacién de la via de
caspasas, como la de JNK, mostraron células con ambas
conformaciones descritas.

A pesar de que no se logré relacionar ninguna de las poblaciones con
una via concreta, surge la pregunta acerca de qué diferencias funcionales
existen entre ambas y, en consecuencia, si dicha diferencia se
correlaciona con un fenotipo invasivo mas agresivo o exitoso a la hora de
migrar y asentarse en un tejido concreto. La formacién de estructuras
extracelulares como los filopodios es un mecanismo utilizado por muchos
tipos celulares distintos, donde su funcion es actuar como medio para

explorar la matriz extracelular, la superficie de otras células, identificar
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dianas para su adhesion o para generar fuerzas de contraccién para

desplazarse (Xue, Janzen et al. 2010).

Sin embargo, también se ha relacionado ante la actividad de caspasas
con la formacién de un entramado de microtibulos apoptéticos o AMN
(apoptotic miccrotubule network). Dichas estructuras se ha sugerido que
funcionarian como una barrera fisica que permitiria aislar ciertas regiones
de la célula en un entorno libre de caspasa, evitando el clivaje de
proteinas esenciales para la célula. Sin embargo, un signo caracteristico
de dichas células es también la externalizacion de la fosfatidilserina (PS),
gue pertenece al grupo de sefiales conocidas como sefiales “eat me”para
que dicha célula sea fagocitada. (Oropesa-Avila, Fernandez-Vega et al.
2013).

En concusién, no existe un consenso claro de si la formacion de filopodios
genera una ventaja o una desventaja en el evento migrante respecto a la
conformacion en burbuja, dejando una puerta abierta para nuevos
estudios de la capacidad invasiva de ambas conformaciones a otros

tejidos.

6. Modelo final

Poniendo en conjunto los datos obtenidos durante este trabajo, el modelo
propuesto se bas6 en la presencia de dos modelos migratorios: uno
dependiente de las caspasas efectoras y otro independiente de las
mismas. A su vez, la migracién dependiente de caspasas mostrd poder
ser activada tanto por la via de JNK como por la via de JAK/STAT, siendo
esta Ultima la principal activadora. En contraste, la via de JNK fue la
principal responsable de la migracion independiente de caspasas,
actuando a través de otros elementos descritos en publicaciones previas

de este laboratorio, como el citoesqueleto de actomiosina (Benhra et al
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2018), y regulando la sefial generada en etapas mas tempranas del

tumor.

Respecto a la migracion dependiente de caspasas, en la cual se centrd
este trabajo, se describi6 como un evento inducido especificamente por
el gen proapoptético hid, que concluia en la activacion de la via
apoptética, donde las caspasas efectoras DrICE y DCP1 demostraron ser
los elementos fundamentales del evento invasivo. La principal activacion
de este modelo era llevada a cabo por la via de JAK/STAT, la cual, a
través de la citoquina proinflamatoria UPD3, generaba una activacion

exponencial de la via en etapas tardias del tumor.
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Figura 79. Modelo Final. Descripcion esquematica de las vias presentes
en las células tumorales confrontando dos modelos: la migracion
dependiente de caspasas, guiada principalmente por UPD3 y la via de
JAK/STAT; y la migracion independiente de caspasas, principalmente
guiada por JNK.
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7.Perspecctivas futuras

Un tema que nho se desarrollé durante este trabajo fue de qué manera las
caspasas efectoras eran capaces de inducir el fenotipo invasivo. En este
sentido son muchas las hipétesis que se han barajado. Una alternativa
considerada fue que el centro activo que interacciona afectando la
invasividad fuera diferente del centro activo responsable de los efectos
cataliticos sobre las distintas moléculas. Por esta razon, ante la presencia
de p35, el cual afecta directamente a la regibn DEVD de las caspasas
efectoras (Fisher, Cruz et al. 1999), es la situacién de migracion 6ptima
para las células (tumores CIN p35). En dicha situacion, donde la muerte
celular es rescatada en un alto porcentaje, las caspasas efectoras serian
capaces de ejercer su funcion invasiva antes de ser degradadas. En
dicha hipétesis cobra especial relevancia que la invasividad es un evento
gue incrementa con el tiempo, paralelamente a la saturacion del
proteasoma (Joy, Barrio et al. 2021). De esta forma, lo que se genera es
una situacion celular donde, hay un numero creciente de caspasas con
la funcién primaria truncada, y el sistema responsable de su degradacién
saturado, permitiendo una mayor permanencia de dichos complejos en el

citoplasma, a expensas de desarrollar otras posibles interacciones.

Otra hip6tesis también podria ser que tanto ellas como otros elementos
de la via induzcan una ventaja directa en la supervivencia celular. Esto
podria realizarse mediante alteraciones proteicas, postranscripcionales,
o0 incluso a nivel transcripcional, de igual manera que se ha caracterizado
en las células tumorales (Fernald and Kurokawa 2013). Un ejemplo de
interaccion independiente de muerte es la forma inactiva de DCP1, donde
dicha procaspasa interacciona son SesB estabilizandolo y regulando de
esa manera el flujo autofagico de la célula (DeVorkin, Go et al. 2014).
Otro ejemplo de ello seria la funcibn no apoptoética descrita para la
caspasa 3 (homdloga de DrICE en mamiferos), que cual es capaz de

prevenir la muerte celular debida a estrés oxidativo (Kim, Ha et al. 2018).
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Como estas, van en aumento las mdultiples interacciones de las caspasas
con diversos elementos celulares, demostrando asi que son mucho mas
que simples precursores de muerte y abriendo por tanto nuevas vias de

estudio acerca de su relacién con la progresion de tumores epiteliales.

La informacién presentada durante esta tesis respalda uno de los puntos
gue se ha reiterado numerosas veces a lo largo de este trabajo, dado que
los factores desencadenantes o activadores como es el tipo de estimulo,
el tiempo que estd una célula sometida a dicho estrés o simplemente, las
condiciones o tejido donde se genera son factores cruciales y
determinantes. Pero también indica que el evento invasivo en las
situaciones tumorales no es un fendmeno Unico, sino que existen
multiples modelos migratorios derivados de someter células a estreses
concretos. Muchas son las vias diferentes que se han descrito
relacionadas con distintos eventos invasivos cuyo Unico punto comun
hasta la fecha es que la respuesta ante una situacion de estrés

desencadena un efecto migratorio de dichas células.

A pesar de ello, es cierto gue la informacion obtenida da un enfoque un
tanto diferente de las terapias actuales contra el cancer. Por un lado, los
tratamientos antiinflamatorios son empleados principalmente para paliar
el dolor y efectos adversos, que como una terapia dirigida en si misma
para el tratamiento tumoral en etapas avanzadas. Ello, unido a que la via
apoptética pueda tornarse en un factor determinante en la progresion
carcinogénica en si mismo, denota la gran importancia de la via de
JAK/STAT en la progresion tumoral. Por otro lado, también la implicacién
de la via de JNK queda subrayada al ser mediadora de un modelo de
migracion paralelo e independiente. Todo ello implica que el control de
ambas vias altamente conservadas en el reino animal es determinante

para entender y tratar dicha enfermedad.
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En vista de estos resultados, y dado que el factor que ha convertido el
cancer en uno de los mayores retos biolodgicos de nuestra historia radica
en su variedad y capacidad de adaptacion, es posible que un enfoque
mas simplificado, desde una perspectiva mas centrada en los estimulos
0 estreses responsables de su induccidén, mas que en su clasificacion
dependiendo del tipo de patologia o la genética, podria contribuir a la

bldsqueda de tratamientos mas efectivos.

Todo ello en conjunto implica por un lado que los niveles son un factor
fundamental en la regulacion de numerosas funciones no apoptéticas de
las caspasas, pero también que, dado el creciente abanico de
interacciones con las que se asocian a dia de hoy, apenas hemos
empezado a entender el alcance de su repercusién en los sistemas

biolégicos.
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CONCLUSIONES
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La migracién celular en tumores CIN es un proceso que
incrementa de forma progresiva a lo largo del tiempo y es
independiente del tamafio tumoral.

Los genes proapoptéticos hid y rpr se encuentran
sobreexpresados en los tumores CIN.

La expresion de hid incrementa de forma continuada a lo largo del
tiempo, en contraste con rpr, cuya concentracion se estabiliza.
Tanto hid como rpr tienen un papel en muerte celular en los
tumores CIN, pero solo hid demostré6 ser necesario para la
migracion celular.

Las caspasas efectoras DrICE y DCP1 presentan una funcién no
apoptética regulando el evento migratorio de las células en
tumores CIN.

La invasividad celular detectada en los tumores CIN es un
proceso activo, donde un gran porcentaje de la poblacion de
células migratorias es negativo para marcadores de muerte
incluso presentando altos niveles de caspasas activas.

La caspasa iniciadora DREDD contribuye al proceso invasivo en
tumores CIN.

La poblacibn migratoria inducida por caspasas es
mayoritariamente excluyente con la via de JNK.

La via de JNK regula parcialmente la activacion de la via
apoptética, indicando la existencia de una segunda via de
activacion.

Dp53 no es responsable de la activacion de la via de las caspasas
en los tumores CIN.

Las células migratorias se encuentran arrestadas en fase G2 del
ciclo celular.

La via de JAK/STAT es la principal via reguladora de la

invasividad inducida por caspasas.
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El tratamiento con Ruxolitinib genero tanto el rescate en migracion
como el bloqueo de las caspasas.

La citoquina proinflamatoria UPD3, pero no UPD1, demostro ser
la fuente implicada en la induccion de invasividad celular en
tumores CIN.

Las vias de JINK y JAK/STAT no presentan una interaccion a nivel
de activacion o bloqueo mutuo.

La via de JNK alcanza el punto maximo de activacion a las 144
horas, y dicho valor se mantiene de forma lineal en etapas
posteriores de los tumores CIN.

La via de JAK/STAT aumenta exponencialmente a lo largo del
tiempo durante el desarrollo de los tumores CIN.

Existe unatransicion de las poblaciones existentes en los tumores
CIN, siendo prevalente la poblacién JNK en las células migratorias
en estadios iniciales y la poblacion JAK/STAT en estadios mas

avanzados.

149



MATERIAL Y METODOS
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1.Materiales y protocolos

1.1 Lineas de Drosophila

Las siguientes lineas fueron provistas por BDSC (Bloomington
Drosophila Stock Center): ap-GAL4; UAS-myristoylated-Tomato (32222);
UAS-p35 (5073); UAS-GFP ARNiI (41550); ap-GAL4; UAS-myristoylated-
Tomato, UAS-bub3 ARNi; UAS-wg-ARNi (32994); UAS-bskDN (6409);
UAS-; UAS-duox ARNi (2593); UAS-Myo1D ARNI (33971); UAS-hid ARNi
(82096); hid-LacZ (38010); UAS-dronc GFP (56758); rpr-LacZ ; UAS-
dredd ARNi (84070); UAS Dcpl (IlIl); UAS-E2F ARNi (lll); UAS-Cyclin E
(11); UAS-ciclina E ARNi; UAS-p53 ARNiI (36814); puc-lacZ; UAS-ampk
ARNi (32371); UAS-FIyFUCCI (55099); hid-EGFP 5F-WT (p53 sensor
(1) (50750); UAS-Dome ARNiI (36356); UAS-Dronc-i (32963); UAS-upd3
ARNI(27186); UAS-Updl ARNiI (33680); UAS-hop ARNi (Ill); UAS-stat
ARNIi (11); UAS-stat ARNi (33637); UAS-Mito HA GFP (8443).

Lineas provistas por VDRC (Vienna Drosophila ARNi Center): UAS-bub3-
ARNI (21037); UAS-drice ARNi (28064); UAS-dcpl ARNI (34328); UAS-
dronc ARNi; UAS-rpr ARNi (12045); UAS-dronc ARNI (30339); UAS-drice
(7781).

Ademas se obtuvieron de otras fuentes las siguientes lineas: UAS-GC3AI
articulo (Schott, Ambrosini et al. 2017); miRHG (Siegrist et al 2010); upd3-
LacZ donado por H. Jiang ; UAS hop donado por J.Castelli; UAS Upd3
donado por D.Harrison; UAS-DomeDN (lll) donado por James Homobria,;
STAT GFP10x donado por M. Dominguez.
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1.2 Puesta de embriones y tiempos de desarrollo

Induccion tumoral: Se realizaron puestas de una duracion de 24 horas a
25°C, tras lo cual se realiz6 el cambio de las moscas adultas a un nuevo
tubo. La puesta se mantuvo otras 24 horas a 25°C, seguido de su pase
a un bafio a 29°C durante 96 horas mas. Pasadas las 144 horas totales

se realizd la diseccion de las larvas en estadio L3.

Experimentos de Ruxolitinb: Se realizaron puestas de una duracion de 24
horas a 25°C, tras lo cual se realiz6 el cambio de las moscas adultas a
un nuevo tubo. La puesta se mantuvo otras 24 horas a 25°C, seguido de
su pase a un bafio a 29°C durante 96 horas mas. El tratamiento se inicié
durante este Ultimo periodo a 29°C, empezando tras 24 horas a 29°C e
incluyendo el tratamiento hasta el mismo dia de la diseccion a las 144

horas, donde se selecciond y disecciono las larvas en estadio L3.

Experimentos de evolucién temporal: Los experimentos se realizaron en

tres momentos temporales correspondientes a 96, 144 y 216 horas.

e En el caso de 96 horas: se realizé la puesta durante 24 horas a
25°C, tras lo cual se realiz6 el cambio de las moscas adultas a un
nuevo tubo. La puesta se mantuvo otras 24 horas a 25°C, seguido
de 48 horas a 29°C, tras lo cual se procedi6 a la diseccién de
larvas L3 tempranas.

e En el caso de 144: se realiz6 la puesta durante 24 horas a 25°C,
tras lo cual se realiz6 el cambio de las moscas adultas a un nuevo
tubo. La puesta se mantuvo otras 24 horas a 25°C, seguido de
96 horas a 29°C.

e En el caso de 216: se realiz6 la puesta durante 24 horas a 25°C,
tras lo cual se realizé el cambio de las moscas adultas a un nuevo
tubo. La puesta se mantuvo otras 24 horas a 25°C, seguido de
96 horas a 29°C. Tras ello se volvi6 a poner la puesta a 25°C hasta

el momento de la diseccion.
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1.3 Inmunohistoquimica

Los discos imaginales de ala en estadia L3 fueron diseccionados en
PBS1 a 4°C, fijjados en formaldehido al 4% durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron tres lavados de 15
minutos en PBT (PBS1X, 0,3% TritonX-100) y el bloqueo durante media
hora en BBT (5% NaCl, 1% de BSA 30%, 1%Triton al 10% y 93%
PBS1X). Posteriormente los tejidos se incubaron con el anticuerpo
primario correspondiente en 50uL de BBT durante toda la noche a 4°C.
Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-MMP1 de raton (1:2)
(14A3D2, Developmental Studies Hybridoma Bank, DSHB); anti-GFP de
conejo y de raton (1:600) (Molecular Probes, A6455 y A11120;
respectivamente), anti-p-GAL(1:600) (Cappel; 0855976), anti-cleavaged-
Dcpl de raton (1:100) (9578S, CST). Al dia siguiente, tras realizar tres
lavados de PBT incub6 durante 90 minutos de los anticuerpos
secundarios en concentracion 1:200 en BBT. Los anticuerpos
secundarios utilizados fueron Cy2 (AffiniPure Donkey Anti-Rabbit 1gG),
Cy5 (AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG), y Alexa 647 (AffiniPure Donkey
Anti-Mouse IgG), obtenido de “Jackson Immunoreserach”, junto con DAPI
(1:100). Tras ello se realizaron 3 lavados mas de PBT y el tejido se pasoé
al medio de montaje (45%Glicerol, 5% PBS10x, 400ul nPG at 50% in
Etanol (nPropyl gallate, Sigma#3130-100G, 50% ddH20).

1.4 TUNEL verde

Los discos imaginales de ala en estadia L3 fueron diseccionados en
PBS1 a 4°C, fijados en formaldehido al 4% durante 30 minutos a 4°C.
Posteriormente se realizaron cuatro lavados de 15 minutos en PBT
(PBS1X, 0,3% TritonX-100) y el bloqueo durante una hora en BBT (5%
NacCl, 1% de BSA 30%, 1%Triton al 10% y 93% PBS1X). Posteriormente

se los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente en
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50uL de BBT durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, tras realizar
cuatro lavados de PBT a 4°C, se realiz6 la incubacion durante 4 horas de
los anticuerpos secundarios en concentracion 1:200 en BBT a 4°C. Tras
ello se realizaron 3 lavados més de PBT y se dejo en BBT hasta el dia
siguiente. Al tercer dia, cada muestra se incubd durante 30 minutos a
65°C en 495ul de 100mM Na-Citrato y 2,5l de TritonX-100 al 20%. Tras
hacer tres lavados inmediatos en PBT, se incub6 durante 5 minutos en
50ul de TUNEL-Dilution buffer (Roche), y pasado ese tiempo se repitio la
incubacién por otros 5 minutos. Después se realizé una nueva incubacion
durante 30 minutos a 37°C en 30ul de Labeling solution (in situ cell death
detection TMR green kit, Roche). Acto seguido se afiadid 3ul de la
solucién enzimatica (Enzyme solution-in situ cell death detection TMR
green kit, Roche) y se mantuvo a 37°C durante hora y media.
Posteriormente se realizaron 3 lavados rapidos de PBT y se realiz6 una
incubacién de 10 minutos con DAPI (1:100) en 100ul de BBT a 4°C. Tras
realizar cuatro lavados de 15 minutos en PBT, y el tejido se pas6 al medio
de montaje (45%Glicerol, 5% PBS10x, 4004l nPG at 50% in Etanol
(nPropyl gallate, Sigma#3130-100G, 50% ddH220).

1.5 TUNEL en rojo lejano

Los discos imaginales de ala en estadia L3 fueron diseccionados en
PBS1 X frio, fijados en formaldehido al 4% durante 30 minutos a 4°C.
Posteriormente se realizaron tres lavados de 10 minutos en PBT (PBS1X,
0,3% TritonX-100) y el blogqueo durante una hora en BBT (5% NaCl, 1%
de BSA 30%, 1%Triton al 10% y 93% PBS1X). Posteriormente se los
tejidos se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente en 50puL
de BBT durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, tras realizar cuatro
lavados de PBT a 4°C, se realiz6 la incubacién durante 4 horas de los

anticuerpos secundarios en concentracion 1:200 en BBT a 4°C. Tras ello
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se realizaron 3 lavados mas de PBT y se dej6 en BBT hasta el dia
siguiente. Al tercer dia, cada muestra se incubd durante 30 minutos a
65°C en 495ul de 100mM Na-Citrato y 2,5ul de TritonX-100 al 20%. Tras
hacer tres lavados inmediatos en PBT, se incubé durante 5 minutos en
50ul de TUNEL-Dilution buffer (Roche), y pasado ese tiempo se repiti6 la
incubacién por otros 5 minutos. Acto seguido se realizé la incubacion
durante 2 horas a 37°C en el TUNEL-Reaction-Mix (1ul de Enzima TdT y
50ul de TUNEL-Reaction-Buffer, Component A, Biotium). Posteriormente
se realizaron 3 lavados rapidos en PBT y se incub6 de 10 minutos con
DAPI (1:100) en 100ul de BBT a 4°C. Tras realizar tres lavados de 10
minutos en PBT, y el tejido se pasé al medio de montaje (45%Gliceron,
5% PBS10x, 400ul nPG at 50% in Etanol (nPropyl gallate, Sigma#3130-
100G, 50% ddH220).

1.6 Medicién de intensidades:

Mediante el uso del sofware Fiji [National Institute of Health (NIH)
Bethesda, MD] se midié tanto el tamafio del area dorsal (D) de los discos
(marcados mediante el fluor6foro myrT) como la intensidad de los
distintos sensores en dicha regién. Las fotos se sacaron utilizando el
microscopio confocal Zeiss LSM780 con el objetivo de inmersion en
glicerol 40X para cada disco con secciones 6pticas de 1,5 um para cubrir
el grosor completo de cada disco. Para controlar que el crecimiento de
los discos se realizara de manera paralela, se mantuvieron las mismas
condiciones de temperatura y tiempo de induccién y se analizaron en
paralelos los distintos genotipos, su significancia fue medida por el

andlisis t-test mediante el software estadistico Prism 7.0 (Graphpad).
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1.7 RT-PCR Cuantitativa

Para la cuantificacion de los niveles de mARN, el ARN fue extraido de los
discos de ala de larva L3 usando Trizon-Reagent (Invitrogen). De cada

muestra se hizo la extraccion de 80 discos.

Un total de 1.5 pg de ARN se trataron con DNase y la sintesis del cDNA
se realiz6 utilizando Maxima-Reverse-Transcriptase (Thermo Scientific).
Para la reaccion de amplificacion se utilizé Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix(Thermo Scientific) y se llevé a cabo en QuantStudio 6
Pro Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems).

Las muestras se normalizaron respecto al gen control Mnf y los niveles
de cada muestra fuero calculados utilizando el método AACt. Para este
estudio se utilizaron triplicados de tres muestras bioldgicas de cada

genotipo.

Para la reaccion se utilizaron los siguientes primers: Mnf-Fw:5'-
GAGCAGAAGAGCCCCTACCT -3, Mnf-Rv: 5- AAT GAA ACC CTG
ACG TGG AC -3’ (Ponton et al., 2011); Rpr-Fw: 5 TTG CGG GAG TCA
CAG TGG A -3',Rpr-Rv: 5'-TGC GAT GGC TTG CGA TAT TT-3’ (Zhang
and Cohen 2013); Hid-Fw: 5'-CCT CTA CGA GTG GGT CAG GA-3', Hid-
Rv: 5'-CGT GCG GAA AGA ACA CAT C-3' (Zhang and Cohen 2013).

1.8 Tratamiento con Ruxolitinib

Se realizaron puestas de una duracion de 24 horas a 25°C, tras lo cual
se realiz6 el cambio de las moscas adultas a un nuevo tubo. La puesta
se mantuvo otras 24 horas a 25°C, seguido de su pase a un bafio a 29°C
durante 96 horas mas. El tratamiento se inici6 tras 24 horas a 29°C y se
administré durante los cuatro dias siguientes, incluyendo el tratamiento
hasta el mismo dia de la diseccién a las 144 horas. Para este analisis se

estudi6 paralelamente un tratamiento con agua, DMSO en una
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concentracion 1uM y Ruxolitinib en una concentracion 1uM. Tras dicho

proceso se seleccionaron y diseccionaron las larvas en estadio L3.

2. Cuantificaciones y analisis

2.1 Procesamiento y analisis de las imagenes

Migracién celular: Mediante el uso del sofware Fiji [National Institute of
Health (NIH) Bethesda, MD], se midi6 el tamafio del area dorsal (D) de
los discos (marcados mediante DAPI y el fluoroforo myrT
respectivamente). Las fotos se sacaron utilizando el microscopio confocal
Leica TCS SP5 MP, con el objetivo seco 20X para cada disco y realizando
fotos de un Unico plano basal. Paralelamente se analizé también el
namero de células migratorias de cada disco también utilizando el
microscopio confocal Leica TCS SP5 MP, con el objetivo de inmersion en
gliceron 40X para cada disco con secciones Opticas de 1,5 um para cubrir
el grosor completo de cada disco. Para controlar que el crecimiento de
los discos se realizara de manera paralela, se mantuvieron las mismas
condiciones de temperatura y tiempo de induccién y se analizaron en
paralelos los distintos genotipos, su significancia fue medida por el

andlisis t-test mediante el software estadistico Prism 7.0 (Graphpad).

Ratio D/T: Mediante el uso del sofware Fiji [National Institute of Health
(NIH) Bethesda, MD], se midi6 el tamafio del area total (T) y dorsal (D)
de los discos (marcados mediante DAPI y el fluoroforo myrT
respectivamente). Las fotos se sacaron utilizando el microscopio confocal
Leica TCS SP5 MP, con el objetivo seco 20X para cada disco y realizando
fotos de un unico plano basal. Para controlar que el crecimiento de los

discos se realizara de manera paralela, se mantuvieron las mismas
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condiciones de temperatura y tiempo de induccién y se analizaron en
paralelos los distintos genotipos, su significancia fue medida por el

analisis t-test mediante el software estadistico Prism 7.0 (Graphpad).

Paoblaciones celulares: Mediante el uso del sofware Fiji [National Institute
of Health (NIH) Bethesda, MD], se cuantific6 numero de células
migratorias de cada poblacion en los distintos discos. Las imagenes se
obtuvieron utilizando el microscopio confocal Zeiss LSM780, con el
objetivo de inmersion en glicerol 40X para cada disco con secciones

Opticas de 1,5 um para cubrir el grosor completo de cada disco.

2.2 Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron de manera genérica por el
unpaired equal-variance two-tail t-test. Se considero significativo cuando
el valor p era inferior a 0.001 (***), 0,01 (**), 0 0.05(*). Todos los genotipos
en cada histograma fueron analizados en paralelo. Para ellos se
analizaron un numero minimo de 10 discos por cada genotipo. Todos los
datos fueron representados mediante el software estadistico Prism 7.0
(Graphpad).

2.3 Cuantificacion del tamafio tumoral (Ratio D/T)

Mediante el uso del sofware Fiji [National Institute of Health (NIH)
Bethesda, MD] se realizé la medicion tanto del area total del disco (T)
como del area dorsal (D). La media entre ambas denominado Ratio D/T
se realiz6 dividiendo la regién Dorsal por la Total para todos los genotipos
y su significancia se testd estadisticamente por el t-test. Para ellos se

analizaron un nimero minimo de 10 discos por cada genotipo. En cada
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caso la medicion fue realizada enfrentando cada situacién con un control

tumoral.
2.4 Cuantificacién de lainvasividad celular

Mediante el uso del sofware Fiji [National Institute of Health (NIH)
Bethesda, MD] se realiz6 la cuantificacion del numero de células del
compartimento correspondiente al promotor apterous (ap>) consideradas
células migratorias. Se consideraron migratorias aquellas células que
habian abandonado el compartimento de origen y no mantenian contacto
con el mismo y, a su vez se encontraban en la regién ventral de los
discos. El seguimiento de dichas células se realizé mediante la proteina
fluorescente MyrTomato, que hizo que pudieran seguirse sin necesidad
de un tratamiento inmunohistoquimico especifico. A su vez se realiz6 la
medicion del compartimento Dorsal (D) de cada disco. Para ellos se
analizaron un nimero minimo de 10 discos por cada genotipo. La
invasividad celular se normaliz6 en cada situacion dividiendo el numero
de células migratorias de cada disto, por el area dorsal del mismo y se

realizé el andlisis estadistico mediante el t-test.

2.5 Cuantificacion de la muerte celular por TUNEL

La muerte celular fue monitorizada mediante la marcacién por
inmunohistoquimica con TUNEL de los discos. Se realizaron imagenes
de los planos basales positivos para la marcacion por TUNEL midiendo
el area positiva correspondiente. Dicho valor fue normalizado por el area
Dorsal de cada disco. Para cada estudio se realizd6 la medicién de al
menos 10 discos de cada genotipo y su significancia fue medida por el

andalisis t-test.
2.6 Cuantificacion de la intensidad de los distintos sensores
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La intensidad de los distintos sensores fue monitorizada mediante la
marcacion por  inmunohistoquimica  con los  anticuerpos
correspondientes. Mediante el uso del sofware Fiji [National Institute of
Health (NIH) Bethesda, MD] se cuantificaron las imagenes de los planos
basales positivos para la marcacion midiendo en el area dorsal
correspondiente. Dicho valor fue normalizado por el area Dorsal de cada
disco. Para cada estudio se realiz6 la medicion de al menos 10 discos de

cada genotipo y su significancia fue medida por el andlisis t-test.

2.7 Cuantificaciéon de las poblaciones celulares o numero de células

apoptéticas

Mediante el uso del sofware Fiji [National Institute of Health (NIH)
Bethesda, MD] se realizé la cuantificacién del nimero de células del
compartimento correspondiente al promotor apterous (ap>) consideradas
células migratorias. Se consideraron migratorias aquellas células que
habian abandonado el compartimento de origen y no mantenian contacto
con el mismo y, a su vez se encontraban en la regién ventral de los
discos. El seguimiento de dichas células se realizé mediante la proteina
fluorescente MyrTomato. Tras ello se fue analizando una por una cada
célula determinando para qué sensores eran positivas cada una. Para
ellos se analizaron un nimero minimo de 10 discos por cada genotipo.
Una vez obtenidas el nimero de célula positivas para cada sensor se

realizé el porcentaje respecto al nimero total de células.
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