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1. Desenvolupament hematopoétic

L’hematopoesi és la formacié de les cél'lules de la sang i té lloc en etapes successives des
del desenvolupament embrionari fins a I’edat adulta. En mamifers adults, ’hematopoesi té
com a principal origen el moll de I'os, on la cel'lula mare hematopoctica (HSC) donara lloc
a diferents tipus cel-lulars. Entre aquests tipus cel-lulars podem destacar dos grups
principals: els globuls vermells (o eritrocits) 1 els globuls blancs (o leucocits). Els leucocits
es poden subdividir en dos llinatges, el mieloide (monocits, neutrofils, eosinofils, basofils i
mastocits) 1 el limfoide (limfocits B, T i els limfocits innats que inclou les NKs). En el
model tradicional de desenvolupament hematopoctic una cel'lula mare hematopoctica del
moll de l'os donara lloc a una cél'lula progenitora comu mieloide (CMP) o bé una c¢l-lula
progenitora comu limfoide (CLP). Les CMP es diferencien a cel-lules progenitores
granulocit monocit (GMP) o bé a cél'lules progenitores megacariocit eritroide (MEP)'
(Figura 1. 1.). Recentment s’ha descrit un model alternatiu de diferenciacié hematopoctica
on les HSC es diferencien directament a CMP, MEP 1 megacariocits o bé a cel-lula

progenitora limfoide multipotent (LMPP)* (Figura 1. 1.).

/ > °
MEP GMHP

s
“Ww

g :
Platelet RBC Neutrophil Eosinophil Basophil Monocyte Mast cell Tcell Bcell NKcell
Figura 1. 1. Desenvolupament hematopoétic al moll de I'os adult. La

jerarquia marcada per les fletxes negres representa el model tradicional,
mentre que en vermell es mostra el model alternatiu descrit recentment per
Notta, Zandy i collaboradors. (Figura obtinguda de Nandakumar, SK i
col1aboradors, 2016.)
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1 INTRODUCCIO

Al llarg del desenvolupament I’hematopoesi te lloc a diferents teixits. A Dinici del
desenvolupament embrionari te lloc al sac vitel'li, durant Pestadi fetal és el fetge qui pren el
relleu i després del naixement i fins edat adulta, ’hematopoesi tindra lloc al moll de I'os

(Figura 1. 2.)".

Days 0 E6.5 E7.5 E10.5 E14.5 E18.5 adulthood
Mesoderm Yolk sac AGM Fetal liver bone marrow
formation blood islands stage

10.5 weeks
Yolk 1st hepatic Arterial 2nd hepatic bone marrow
Sac colonization clusters colonization colonization

Figura 1. 2. Localitzacid de I'hematopoesi al llarg del desenvolupament en ratoli (part superior) i
en huma (part inferior). (Figura obtinguda de Baron, MH i col laboradors, 2012)

1. 1. Eritrocits

Els eritrocits son les cel-lules més abundants de 'organisme i les encarregades de fer arribar
l'oxigen des dels pulmons fins a la resta d’organs del nostre cos. Per tal de mantenir el
nombre d’eritrocits en sang, el moll de 'os d’un huma adult haura de produir de I'ordre de
2 - 10" eritrocits cada dia . I eritropoesi es pot dividir en dues fases principals: la primera
és la que anomenem la fase primitiva i te lloc durant Pestadi embrionari, la segona fase és la
definitiva i es dona durant Iestadi fetal i després del naixement durant tota la vida de
I'individu (Figura 1. 3.). La fase primitiva s’inicia al sac vitel'li 1 es caracteritza pel fet que la
diferenciacié des dels precursors fins a eritrocits madurs te lloc en sang, mentre que a la
fase definitiva aquest procés es desenvolupa al fetge fetal i al moll de I'os post-natal (Figura
1. 3) "*. Després del naixement, els progenitors i els precursors es trobaran en espais
extravasculars en el moll de 'os mentre que els eritrocits madurs es trobaran circulant per

sang. Abans de sortir a la sang en forma de reticulocit, els precursors eritroides es
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diferenciaran en zones que anomenem illes eritroblastiques. L’illa eritroblastica és el ninxol
on tenen lloc els darrers estadis de diferenciacié dels eritrocits en mamifers. Aquesta
estructura histologica consisteix en un macrofag, rodejat de fins a 30 precursors eritroides,
des de CFU-E fins a reticulocits (Figura 1. 3.)*. La maduracié d’aquests precursors tindra
lloc a través d’una progressiva expansié mitjangant divisions simetriques (ProEritroblast),
acumulaci6 d’hemoglobina (BasoEritroblast), disminucié en el tamany cellular
(PoliEritroblast), picnosi nuclear i disminucié del contingut de RNA. D’altre banda I’analisi
de Pexpressié de certs marcadors de membrana, també ens permetra classificar les cel-lules
en els diferents estadis de diferenciacié’. Cap al final de l'estadi de proeritroblast, es
comengara a expressar el marcador Ter119, a la membrana fins al final de la diferenciacio.
Draltre banda, el receptor de transferrina (CD71), s’expressa en grans quantitats en la
membrana dels proeritroblasts 1 aquests nivells aniran disminuint fins a desaparcixer en els
darrers estadis de diferenciacié . Tenint en compte les possibles combinacions dels nivells
de Ter119 1 CD71 a la membrana, aixi com la mida cel‘lular, es pot establir una classificaci6
alternativa dels precursors eritroides. En aquesta classificacié trobem, de menys a més
diferenciacié, les poblacions EryA, EryB i EryC’. Un eritrocit circulara pel torrent sanguini
durant una mitjana de 115 dies. Arribat aquest punt, els eritrocits comencen a presentar
signes d’envelliment, com ara irregularitat en la seva forma o 'expressié de certs marcadors
de senesceéncia. En el moment en que els globuls vermells senescents travessen la melsa
aquests senyals seran detectats pels macrofags residents en aquest organ i es dura a terme la

seva fagocitosi i degradaci6 .

Progenitors — Erythroblast Precursors —— RBCs
© fetal liver/bone marrow
>
-E HSC ProE " BasoE PolyE gpeho [ Retic|| | 281 @ R%
l'cl-.i' BFU-E — CFU-E — [~
a
@ mesoderm olk sac .
Z y ProE  BasoE PolyE OrthoE
'E hemangioblast. pireese- Bee. rpc
E EryP-CFC @ Q f— 0 =
E7.0 >E12.5 > E17.5
Figura 1. 3. Representacié dels estadis de diferenciacié d'eritrocits en ratoli.

L'eritropoesi definitiva te lloc al fetge fetal o bé al moll de I'os adult i els reticulocits
entren al torrent sanguini (Part superior). L'eritropoesi primitiva té lloc al sac vitel i i els
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1 INTRODUCCIO

darrers estadis a partir de ProE tenen lloc al forrent sanguini (Part inferior). (Figura
obtinguda de Palis, J, 2014)

En individus adults sans, aquest procés només té lloc en el moll de I'os. Les patologies
afectant els eritrocits poden afectar-ne el desenvolupament, la funcié de les cellules
madures o bé pot ser una combinacié de totes dues coses '. En el cas de les condicions
patologiques en que la correcta produccié de globuls vermells es veu compromesa, hi haura
altres organs que prendran el rol d’organs eritropoctics: és el que anomenem eritropoesi
extra-medul‘lar *’. Un dels principals organs en suplir el déficit productor del moll de l'os
és la melsa. Aquestes malalties poden tenir diverses causes, des de mutacions en els factors
de diferenciacié eritroide (GATAT, KLF1, KIF23..)* en el cas de les anémies
eritropoctiques congenites fins a I'anemia de Fanconi, on la mutacié en la via de reparacié
del DNA de I'anémia de Fanconi abocara a un fallida del moll de 'os que no podra

sintetitzar les cél'lules del llinatge hematopoétic .

1. 2. Limfocits

Els limfocits son les cél-lules que componen la immunitat adaptativa del nostre organisme i
es caracteritzen per 'expressié de receptors especifics d’antigen a la seva superficie. En el
cas dels limfocits B, el BCR i en el cas dels limfocits T, el TCR. E1 BCR es compon de dues
cadenes pesades 1 dues lleugeres i cada cadena presenta una regié constant a la vegada que
una regié variable que sera Iencarregada de reconéixer I'antigen especific'' . El TCR es
compon d’una cadena alfa i una cadena beta (o bé gamma i delta) que presenten cadascuna
una regié constant i una regié variable. Cada limfocit presenta un receptor amb una
especificitat  diferent que es genera durant el desenvolupament mitjangant la
reorganitzacions dels segments genics 17, D1 ] (per a les cadenes pesades 1 beta) 1 11 | (per
a les cadenes lleugeres i alfa). Aquesta reorganitzacié genomica generara un fragment

definitiu que codificara per la regi6 variable del BCR o el TCR de cada clon 12

1.2. 1. Limfocits B

En mamifers, la generacié de limfocits B te lloc al moll de l'os i, durant el desenvolupament
fetal, al fetge. En el moll de l'os el desenvolupament depen de les cél-lules de 'estroma que

hi resideixen. Mitjangant I'adhesié 1 la secrecié dels factors de creixement adequats,
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I'estroma estimulara la diferenciacié dels limfocits B 1 la seva proliferacié. A mida que els
limfocits B maduren, migren a través del moll de l'os fins a abandonar-lo pel torrent
sanguini i colonitzar teixits limfoides secundaris com la melsa (Figura 1. 4.). Els ultims
estadis de diferenciacié son independents de les céllules de Iestroma i tindran lloc en

aquests teixits periferics.

WM“!’”I Eatly pro-8 cell Late pro-B cell Pre-B cell Immeture B cell
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Figura 1. 4. Estadis de diferenciacié dels limfocits B. Des de I'estadi de céllula mare fins a I'estadi
de pre-limfocit B la diferenciacié és depenent de les céllules de I'estroma del moll de I'os.
Aquesta diferenciacidé depén de factors d'adhesié (VLA-4/VCAM-1) aixi com de factors de
creixement (IL-7R/IL-7). (Figura adaptada de Janeway’s Immunology)

A nivell fenotipic podem classificar els diversos estadis de diferenciacié dels limfocits B
mitjangant els tipus de marcadors que expressen les c¢l-lules a la seva superficie. A més a
més, durant el desenvolupament tindra lloc la reorganitzacié dels gens del BCR i Pexpressio
del receptor BCR o immunoglobulina a la membrana cel-lular. Aquest fenomen permet
classificar les cel-lules segons si expressen o no les cadenes d’immunoglobulina, i en el cas
d’expressar-les, si s’expressa la cadena pesada sola, o la cadena pesada juntament amb la
cadena lleugera. I’expressié d’altres marcadors, com B220, juntament amb els estadis de
reorganitzacié del BCR permet classificar els diferents estadis de diferenciacié dels limfocits
B. En els estadis finals de diferenciacié al moll de I'os, els limfocits B expressaran IgM a la

seva superficie.

L’estadi més primerenc del desenvolupament de les cel-lules B és el que anomenem Pro-
limfocits B. Aquest estadi progenitor deriva directament de lestadi de cél'lula mare
hematopoctica pluripotent, es caracteritza per una baixa capacitat d’auto-renovacié 1 és el
moment en el que té lloc la reorganitzacié de la cadena pesada del BCR. Aquesta

reorganitzaci6 condueix a lexpressi6 en membrana de la cadena pesada de la

23



1 INTRODUCCIO

immunoglobulina que marcara el pas de Pro-limfocit B a Pre-limfocit B. Els Pre-limfocits
B es poden subdividir en Pre-limfocits B grans 1 Pre-limfocits B petits. En els Pre-limfocits
B grans, la cadena pesada s’expressa abundantment a nivell intracel-lular i en menor mesura
a la superficie cel'lular. Aquesta cadena pesada definitiva s’expressa a la superficie
conjuntament amb la cadena lleugera suplent, aquest complex és el Pre-BCR. Els Pre-
limfocits B grans tenen una elevada capacitat de proliferacié i donaran lloc al Pre-limfocits
B petits. En aquestes cellules petites tindra lloc la reorganitzacié de les cadenes lleugeres
definitives del BCR. Quan la cel-lula expressa uns nivells elevats de BCR complert a la seva
superficie deixem de parlar de Pre-limfocit B i Panomenarem limfocit B immadur. En
aquest moment ¢s quan els limfocits B abandonen el moll de 'os per a prosseguir la seva

maduracio als teixits limfoides periferics 13,14
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Figura 1. 5. Estadis de reorganitzacié de les cadenes pesades i lleugeres de la
IgM durant la diferenciacié de limfocits B. (Figura adaptada de Janeway's
Immunology.)

1.2. 2. Limfocits T

Els precursors de limfocit T migren del moll de I'os al tim, on es diferenciaran seguint un
procés similar al dels limfocits B amb una reorganitzacié dels gens que codifiquen per al
TCR. Els marcadors que caracteritzen els diferents estadis de diferenciacié T al tim sén
essencialment, el TCR, CD44, CD25, CD4 i CDS8. Dins dels limfocits T madurs trobem
dos grups principals, els limfocits T que expressen CD8 a la superficie cel-lular i que
esdevindran T citotoxics quan siguin estimulats per antigen , o bé els limfocits T que

expressen el marcador CD4 que esdevindran T col'laboradors. Quan les cellules
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progenitores arriben al tim des del moll de l'os, no expressen cap d’aquestes dues
molecules, i és el que anomenem la poblacié de timocits doble negatius (DN). Aquesta
poblacié pot subdividir-se en DN1, DN2, DN3 i DN4 en funcié dels nivells en membrana
dels marcadors CD44 1 CD25 (Figura 1. 6.). Passada aquesta etapa de diferenciacid, els
timocits expressaran els marcadors CD4 1 CD8 simultaniament en un estadi que es coneix
com a doble positiu (DP). Finalment, s’acabara expressant un dels dos i on el limfocit

N . ., , + 15
sortira a la circulacié sanguinia .

DN1 DN2 DN3 DN4

|proliferati
pre-TCR D4 CDaL TCR 6
[N N, 3 1
> > e >
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Figura 1. 6. Estadis de reorganitzacié de les cadenes alfa i beta del TCR durant
la diferenciacié de timocit a limfocit T madur que te lloc al tim. (Figura
adaptada de Janeway’s Immunology.)

L’elevada taxa de divisi, aixi com la necessitat de reorganitzacié del genoma durant la
diferenciaci6 dels limfocits els fa extremadament vulnerables a alteracions en la maquinaria
de detecci6 i reparaci6 del dany al DNA '°. La majoria de patologies associades a mutacions
o alteracions en Dlactivitat d’aquestes proteines venen acompanyades d’algun tipus

17

d’immunodeficiéncia Aixi doncs, aquest llinatge serveix com a ecina d’estudi del

metabolisme dels acids nucleics i les vies de senyalitzacié associades.
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2. Cicle cel {ular

La divisi6 cel'lular o cicle cel'lular és el procés mitjangant el qual una cel-lula duplicara el
seu contingut genomic i es dividira, generant aixi dues cél'lules filles. El cicle cel-lular es
compon de quatre estadis principals, dos estadis de transicié: G1 (Gap 7) 1 G2 (Gap 2) i
dos estadis d’accié: S (Synthesis) 1 M (Mitosis). Quan la cel'lula no es troba en el cicle
cel'lular, es troba en l'estadi GO (Gap 0) que correspon als estadis de quiescencia o de
sensescencia. Les fases G1, S 1 G2 corresponen al que anomenem interfase mentre que la

fase M correspon a la divisi6 cel'lular propiament dita (Figura 1. 7.).

Cell growih

Cell Division —

"eplication

Figura 1. 7. Esquema representant les diferents fases del cicle
celdular. (Figura obtinguda de www.tes.com)

Durant la fase G1, la cel'lula es prepara per dur a terme la duplicacié del seu contingut
genomic o replicacié del DNA. En aquest punt, la c¢l-lula incrementa la seva mida i els
organuls intracel-lulars, i una série de mecanismes de control vetllen per a que tot estigui a
punt per iniciar la segiient fase del cicle. En G1 es duplica tot excepte el DNA. En cas que
es detecti alguna anomalia que pugui comprometre el correcte desenvolupament de la fase
S, la cel'lula no procedira a replicar el DNA fins que el problema estigui resolt. La durada
de la fase G1 varia entre els diferents tipus cellulars aixi com de les condicions del medi

extracel-lular.
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La fase S és, juntament amb la fase M, la fase més critica del cicle cel'lular. En aquesta
etapa, la cel'lula ha de duplicar el seu DNA de manera fidel i assegurar-se que no queda cap

regi6 sense replicar aixi com que tot el DNA no es duplica més que una sola vegada.

A Pestadi G2, la cel'lula continua amb el seu creixement 1 el punt de control de la fase G2
vetlla per a que la fase M es pugui dur a terme. Aquesta etapa és la menys critica de totes 1

en certes condicions de desenvolupament aquesta fase es inexistent.

Durant la fase M té lloc la segregacié dels cromosomes. La fase M es pot subdividir en cinc
estadis en funcié de la condensacié i distribucié dels cromosomes: La profase, quan la
cromatina es condensa, els cromosomes es tornen visibles i el fus mitotic es comenca a
formar; la prometafase, quan la membrana nuclear es trenca i els cromosomes comencen a
contactar amb el fus mitotic; la metafase, quan els cromosomes s’alineen a 'equador de la
cel'lula en el fus mitotic; 'anafase, en que les cromatides es separen i la telofase, en que la
cel'lula es divideix fisicament separant la cel-lula mare en dues filles contenint el mateix

material genomic (Figura 1. 8.).
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Figura 1. 8. Esquema representant les diferents fases de la mitosi. Els cromosomes estan
representats en dos colors fent referencia a I'origen matern i patern de cada un dels
cromosomes. (Figura obtinguda de https://publications.nigms.nih.gov/insidethecell)

Qualsevol error no reparat durant les fases S 1 M pot comportar mutacions o alteracions
cromosomiques que seran transmeses a les cel-lules filles 1 aixo pot tenir consequencies
deleteries a nivell d’organisme com poden ser 'aparicié de tumors si les mutacions es
donen a nivell somatic, o bé malalties congenites si les mutacions tenen lloc a les linies
germinals. Aixi doncs, les diferents fases de la divisié cel-lular estan finament regulades per
a que tinguin lloc de manera ordenada i unidireccional en el temps, vetllant aixi per a una

correcta duplicaci6 i distribucié del DNA a les cel-lules filles.
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2. 1. Regulacié del cicle celdular

En eucariotes, el cicle cel'lular esta controlat per loscil'lacié de Dactivitat dels duets
Ciclina/quinasa depenent de Ciclina (CDK), on la CDK és la subunitat catalitica amb una
expressio constant 1 la Ciclina és la subunitat reguladora que s’expressa de manera variable
al llarg del cicle cellular. Diferents duets Ciclina/CDK governen els diferents estadis del
cicle cel'lular. La Ciclina D s’acumula durant la fase G1 en resposta a estimuls mitogenics i,
juntament amb CDK4 o CDKO0, promou la fosforilacié i conseqiient inactivacié de la
proteina del Retinoblastoma (pRb)'. La inhibicié de la pRb induira Iactivitat del factor
E2F, que activara la transcripcié de les ciclines de la fase G1/S i S, aixi com de les
proteines necessaries per a la replicacié del DNA durant la fase S. Una elevada activitat dels
complexos Ciclina E/CDK2 i Ciclina A/CDK2 promou I'entrada a la fase S i la progressié
de la replicacié mentre que inhibeix I’activitat del complex promotor de 'anafase (APC/C).
Aquesta activitat es manté fins a Iarribada de la fase G2/M on s’indueix 'expressi6 de la
ciclina B i P'activacié del complex Ciclina B/CDKI1. En aquest estadi s’assoleix I’activitat
CDK total maxima, i I’arribada a aquest llindar determina I'entrada en mitosi de la cél-lula.
L’activitat de CDK1 esta regulada mitjangant Pequilibri de P'activitat de la quinasa WEE1 i
la fosfatasa CDC25. Mentre dura la fase S, el nivells de WEE1 es mantenen elevats,
inhibint aix{ 'activitat de CDK1. El complex Ciclina B/CDK1 actuara promovent la mitosi
i activant el complex APC/C que en ultima instancia, induira la sortida de la mitosi i la

disminucié de Iactivitat CDK, tornant aix{ a la fase G1 (Figura 1. 9.)"".
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Figura 1. 9. Esquema representant la regulacid del cicle cellular per els diferents duets
Ciclina/CDK i la proteina del retinoblastoma. (Figura obtinguda de Dobblestein, M i Sorensen
CS, 2015.)

2. 1. 1. Oncogens i supressors de tumors

Oncogens

Un oncogen és un gen que té per producte una proteina (oncoproteina) caracteritzada per
tenir tres propietats principals: promoure el creixement cel-lular i la divisi6, inhibir
I'apoptosi i contribuir a la formacié 1 progressié de tumors. Generalment els oncogens
actuaran sobre les transicions G1/S i G2/M, promovent la replicacié i la mitosi,
respectivament. Els oncogens sén formes mutades de proto-oncogens. Durant condicions
normals, els proto-oncogens s’encarreguen de controlar la progressié normal del cicle
cel'lular. Podem trobar diferents tipus de proto-oncogens, des de receptors de membrana
com 'EGFR fins a GTPases com KRAS o bé ciclines com la ciclina D1 i la ciclina E1. El

pas de proto-oncogen a oncogen pot venir determinat per mutacions, translocacions o
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amplificacions cromosomiques que comportaran un augment en els nivells o I'activitat de la
proteina per la qual codifica 'oncogen *'.

21,22
. La sobre-

L’estrés oncogenic és un dels principals promotors de la senescencia
expressié o sobre-activacié de certs oncogens activa les vies de senyalitzacié de resposta al
dany al DNA i punts de control, provocant aix{ I’aturada de les c¢llules en el cicle cel-lular.
La ciclina E actua sobre dos punts critics del cicle cel'lular, per una banda promou el pas
de G1 a S, i d’altre banda promou l'engegada de les forquilles de replicacié. La sobre-

expressio de c-Myc també actua sobre la progressié de la fase S, i correlaciona amb un

augment de la resposta de dany al DNA i un augment de la inestabilitat genomica™.

Supressors de tumors

A diferencia dels oncogens, els supressors de tumors s’encarreguen de frenar la progressio
cel'lular o induir 'apoptosi en cas de condicions adverses, protegint aixi la cel-lula d’una
possible transformacié maligna. D’entre els diversos supressors de tumors trobem pRB,

p53 i PTEN.

pRB és el primer dels supressors de tumors descrits i la seva activitat es necessaria per
frenar I'inici de la replicacié del DNA. Aixi doncs una disfuncié en la seva activitat induira
la replicacié del DNA sense tenir en compte que les condicions siguin favorables i no

comportin cap possible dany al material genomic de la cél-lula '***,

p53 representa el supressor de tumors més mutat en cancer, certes mutacions generaran
una disfuncié de la proteina mentre que d’altres n’induiran una activitat oncogenica. En
situacions normals p53 esta unida a MDM2, que promou la seva degradacié per via del
proteasoma. Quan s’activa la resposta al dany al DNA, p53 és fosforilada per ATM,
Chk1/Chk2 entre d’altres. Aquesta fosforilacié permet que p53 es dissocii de MDM2 i els
nivells proteics s’estabilitzin®". Un cop p53 és activa, promoura la transcripcié de diversos
gens que codifiquen per a proteines inhibidores de CDK (CKI), com p21 que induira
Paturada del cicle cellular en G1%* o gens que codifiquen per a proteines de la maquinaria

de resposta al dany al DNA com FANCC*?.
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PTEN contribueix a I'estabilitzacié dels nivells de p53 i, a més a més, s’ha demostrat que la
manca d’aquesta proteina indueix 'acumulacié de inestabilitat genomica aix{ com errors en
la segregacié cromosomica. Especificament, les c¢l-lules mancades de l'activitat de PTEN
presenten tolerancia a I'estres de replicaci, la incapacitat d’activar correctament el punt de

control de la fase S, i la conseqiient acumulacié de mutacions’ ™.

Segons les circumstancies, una proteina pot presentar dualitat oncogeénica/supressora de
tumors. PTEN n’és un clar exemple, ja que en una cél-lula sana exerceix el rol de supressor
de tumor, pero la seva activitat en una cel'lula amb Tactivitat de p53 compromesa és

oposada, ja que promoura estabilitzacio d’una proteina amb activitat oncogénica ~.
posada, ja que p Pestabilitzacié d’una protef b activitat génica **

2. 1. 2. Punts de control o Checkpoints

Els punts de control monitoritzen la progressié del cicle cel-lular 1 sén els encarregats
d’aturar la c¢l-lula en el pas a la seglient etapa del cicle en el cas de que el pas previ no
s’hagi dut a terme correctament. Trobem quatre punts principals de control al llarg del cicle
cel'lular: a les fases G1, S i G2 trobem els punts de control de dany al DNA, i a la fase M

trobem el punt de control de segregacié cromosomica® (Figura 1. 10.).

Punt de control de la transicié G1/S

Al final de la fase G1 trobem un punt de no retorn en el que la céllula esta compromesa a
entrar al cicle cel-lular 1 no pot retornar a la fase GO, és el que es coneix com a punt de
restriccié (R)”. En aquest punt la cél-lula integrara la informacié corresponent a les
condicions favorables per a la divisi6 cel'lular, com la presencia de nutrients o enzims i
metabolits necessaris per a la replicacié. A més a més, quan la cel'lula pateix algun tipus de
dany al DNA, aquesta activa la via del checkpoint, ATM/ATR-Chk1l/Chk2-p53-p21 que

induira 'aturada de la cel-lula en G1 per permetre la reparacié del dany causat.

Punt de control de la fase S

Aquest punt de control s’activa degut a alteracions en el desenvolupament de la replicacio

del DNA. Un bloqueig de les forquilles de replicaci6 activara ATR, que fosforilara Chk1 i
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al seu torn actuara sobre les proteines que regulen la replicacio, inhibint la progressié de les

forquilles de replicaci6 en funcionament, fins que el dany no s’hagi reparat 1936

Punt de control de la transicio G2/M

Aquest punt de control avalua si la cel-lula esta en condicions per a entrar en mitosi. De
manera analoga al punt de control de la fase G1, es permet que el dany al DNA es pugui
reparar abans de procedir a la fase M. Per a I'entrada a mitosi s’ha d’activar el complex
Ciclina B/CDK1 mitjancant la desfosforilacié a la tirosina 15 de CDKI1. La fosfatasa
encarregada de dur aquesta tasca és CDC25c. En cas de dany al DNA, ATR activara Chkl,
que fosforilara CDC25c¢ inhibint-la, i mantenint aix{ l'estat inactiu del duet Ciclina

: 37,38

B/CDKI1 i impedint 'entrada en mitosi

Punt de control de I'assemblatge del fus mitotic (SAC)

El punt de control mitotic o SAC (Spindle Assembly Checkpoinf) monitoritza la orientaci6 dels
cromosomes al fus mitotic 1 frena la progressié6 de metafase a anafase fins que tots els
cromosomes es troben ben ancorats i orientats a 'equador del fus mitotic. E1 SAC és actiu
durant la prometafase, la securina inhibeix la separasa encarregada de separar les dues
cromatides germanes mitjangant la degradacié del complex cohesina. Quan s’arriba a la
metafase, amb tots els cromosomes correctament alineats, el SAC s’inactiva i s’indueix aix{
la degradaci6 de la securina, amb la conseqiient activacio de la separasa i el pas de metafase
a anafase, marcat per la segregacié cromosomica. D’aquesta manera el SAC prevé perdues
de cromatides per la segregacié prematura de cromosomes mal ancorats al fus, i les

conseqiients alteracions en la ploidia de la cél*lula ».
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Figura 1. 10. Punts de conftrol del cicle celdular. Cascades de senyalitzacié ATR/Chk1 — ATM/Chk2

i control de la progressid del cicle cellular. (Figura obtinguda de Garret, MD i Collins, I, 2011).
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3. Replicacié del DNA

La replicaci6 del DNA ha d’estar regulada d’'una manera molt fina per tal d’assegurar una
fidel duplicacié del genoma a cada divisi6 cel'lular. En humans, la replicacié del DNA dura
entre 6 1 10 hores. Els origens de replicacié corresponen a les zones del genoma on s’inicia
la replicacio, 1 s’activen en dues etapes consecutives i coordinades: en primer lloc es déna el
reconeixement de la seqiiencia per part del complex pre-replicatiu (Pre-RC, Figura 11),
fenomen que es coneix com “llicenciament” dels origens de replicacié; posteriorment té
lloc Pinici de la replicacié del DNA, és el que anomenem “engegada” dels origens de
replicacié. Aquestes dues etapes consecutives son essencials per a protegir el genoma de la
reduplicacié durant un mateix cicle cel-lular. El llicenciament dels origens de replicacié té
lloc des del final de la fase M fins al final de la fase G1, on el complex helicasa MCM
s’uneix al voltant del DNA de doble bri conjuntament amb altres cofactors. El complex
MCM s’uneix al DNA en excés i no tots els origens llicenciats seran engegats durant la fase

. Certs estudis

S, sén el que anomenem origens de llicéncia latent (lcense dormant origins)
proposen que aquest excés d’origens latents es poden activar en resposta a estres de
replicacié que comporti aturada o 'esfondrament de forquilles de replicacié ***. A banda
de poder exercir un mecanisme de rescat, s’ha especulat que aquesta potencial versatilitat
d’origens de replicacié pugui jugar un paper durant el desenvolupament per a donar
flexibilitat de replicacié en diferents programes de diferenciacié. I’engegada dels origens
de replicaci6 té lloc mitjancant la formacié del complex pre-iniciacié (pre-I1C) i I'activacié
del complex helicasa MCM per part de les CDK de la transici6 G1/S juntament amb la
quinasa depenent de DBF4 (DDK, sombrejat lila a la Figura 11). A més a més, aquestes
quinases promouran I'addicié de la resta de factors necessaris per a la replicacié com la
topoisomerasa o la polimerasa; i 'activacié6 del complex helicasa MCM reclutara altres
proteines al pre-IC, generant aixi dues forquilles de replicacié actives a banda i banda de
Porigen de replicaci6, aquesta unitat funcional rep el nom de replisoma . A les forquilles
de replicacid, la doble hélix del DNA s’obre i es desenrotlla exposant aixi els nucleotids
desaparellats per a poder permetre el reconeixement i I'aparellament de bases per a la
incorporacié dels nucleotids lliures per part de Penzim polimerasa. Quan trobem un
replisoma actiu, certes proteines implicades en els punts de control participaran en la
inhibicié dels origens de replicacié adjacents protegint aixi la cel-lula de la inestabilitat

genomica (Figura 1. 11.) %,
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Figura 1. 11. Esquema representatiu de I'activacid dels origens de
replicacié. A. Llicenciament de I'origen de replicacié. B. Formacié del
complex pre-IC. C. Engegada de l'origen de replicacié. (Figura
obtinguda de Fragkos, M, Ganier, O, Coulombe, P, et al., 2015)
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3. 1. Estrés de replicacio

Durant la fase S del cicle cel'lular, las bases del DNA queden exposades 1 per tant sén molt
més sensibles a qualsevol dany. Aixi doncs, el desenvolupament de la replicacié esta
subjecte a errors i interrupcions que la cél-lula ha de controlar i reparar. En el cas en que els
mecanismes de control i reparacié no siguin optims, el dany causat al DNA s’anira
acumulant i es produira una aturada del cicle cel-lular i, en cas que el dany no sigui reparat,
la mort de la cel'lula. L’estres que pot rebre una cel'lula mentre duplica el DNA pot tenir
diversos origens que es poden classificar en endogens i exogens. Com a estrés endogen al
qual la cel'lula ha de fer front trobem les espécies reactives d’oxigen (ROS) que provenen
de Pestres oxidatiu, I'activacié d’oncogens, els errors d’incorporacié de nucleotids per part
de la polimerasa aixi com petits talls o zzks al DNA resultants dels processos fisiologics de
la replicacié, o bé alteracions en el metabolisme de dNTP (Figura 1. 12.) . De fet, molts
dels estressos endogens venen donats per el mateix DNA, com per exemple, durant la
replicacié de telomers i seqiiéncies repetitives o bé en el cas de que les zones de replicacié
col'lideixin amb zones del DNA que s’estan transcrivint > (Figura 1. 12.). Els tipus d’estrés
exogens poden venir donats per la presencia de substancies genotoxiques (agents

intercalants o alquilants del DNA) o bé radiaci6 de tipus UV o gamma™*.

Quan la cél'lula pateix dany al DNA durant la fase S, la DNA polimerasa atura la seva
activitat a la forquilla de replicacié. St el dany no és de molta envergadura, es reparara i la
polimerasa reprendra la seva activitat. En cas de que I'abast del dany superi les capacitats de
reparacié de la cel'lula, la forquilla de replicacié s’esfondrara, és a dir es produira un
desacoblament de la maquinaria de replicacié del DNA ***. Quan la DNA polimerasa i la
helicasa es desacoblen del DNA, queden exposats trams de DNA de simple bri (ssDNA)
que seran reconeguts per la maquinaria de resposta al dany al DNA de la c¢l'lula. La
proteina de replicacié A (RPA) cobrira els trams de ssDNA 1 aix6 conduira a I'activacié de
la proteina quinasa ATR, la proteina central de la resposta al estrés de replicacié. ATR
fosforilara la histona H2AX a la serina 139 i CHK1 a la serina 345, entre d’altres factors *.
Mentre que p-H2AX és un marcador general de dany al DNA, la fosforilacié de CHK1 és
un marcador especific d’estres de replicacié. L’accié d’ATR també tindra un efecte sobre
proteines implicades en la regulacié de la progressié del cicle cel-lular o 'apoptosi, com

WEE1, CDC25 0 p53 * (Figura 1. 12.).
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Figura 1. 12. Respostes en front a estres de replicacié. Una serie
d'agressions al DNA induird una acumulacié de ssDNA i la conseqUent
activacié de la maguinaria de resposta al dany del DNA. (Figura
obtinguda de Dobblestein, M i Sorensen CS, 2015.)

3. 1. 1.Estres de replicacidé i cancer

Les cél-lules tumorals es divideixen a una velocitat molt superior a les cel-lules sanes 1 aixo
té com a consequencia una disminucié en leficiencia del control del cicle cel'lular i un
augment en l'estrés de replicacio. Lestres de replicacié forma part de les caracteristiques de
una cel'lula tumoral 1 és consequéncia directa de les mutacions en gens supressors de

tumors o lactivitat de certs oncogens™. Al seu torn lestrés de replicacié potenciara
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Pacumulacié de mutacions secundaries™ (Figura 1. 13.). De manera inversa, una disminuci6
en lactivitat de gens supressors de tumors també pot desembocar en un increment en
I'estrés de replicacid. Aixo succeeix mitjangant la promocié del pas de la fase G1 a la fase
S". Degut a aquest estrés cronic, les cél-lules tumorals presenten de manera natural la
preséncia de proteines de resposta al dany al DNA® (Figura 1. 13.)). El fet de que les
cel'lules canceroses presentin aquest dany basal les torna molt més vulnerables a I'estres de

th]lCQ.ClO exogen. Esen aquest princip1 en que €s basa el tractament qulrnloterapeutlc.
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Figura 1. 13. Transformacié oncogenica. Proliferacid cellular controlada per la
senydlitzacié mitogénica i I'accidé de supressors de tumors, el genoma queda
infacte després de cada divisid (Esquerra). Sobre-activacié mitogénica, I'activacié
d’oncoproteines i inhibicid de supressors de tumors indueixen un increment en
I'estrés de replicacid que activa la resposta al dany al DNA. Les cél{ules moren o bé
acumulen canvis en el seu genoma a cada divisid (Dreta). (Figura obtinguda de
Dobblestein, M i Sorensen CS, 2015.)
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3. 1. 2.Estres de replicacié i desenvolupament hematopoetic

Les cel'lules precursores del llinatge hematopoctic presenten una taxa de divisié molt més
elevada que certs tipus de cel'lules tumorals, fet que comporta un increment en els nivells
d’estres de replicacié endogen el qual han de neutralitzar per tal de prevenir possibles
lesions al DNA. En concordanga amb aixo, diversos models de ratoli deficients per a
proteines implicades en la resposta del dany al DNA presenten alteracions en el
desenvolupament del llinatge hematopoctic. Els ratolins sense ATM sén propensos a
desenvolupar limfomes timics i moren al cap d’uns pocs mesos de vida'’, 2 més a més, una
acumulaci6 de dany al DNA per estres oxidatiu redueix la capacitat d’auto-renovacio de les
cél'lules mare hematopoétiques®”. Recentment s’ha demostrat que una de les causes de
Ienvelliment natural de les cél-lules mare hematopoctiques és 'acumulacié d’estres de
replicaci6 , 1 disfuncions en proteines implicades en la replicacié del DNA, com Geminina i

MCM, promou un defecte de la produccié d’eritrocits en ratoli 930,

39



1 INTRODUCCIO

4. Metabolisme de dNTP

4. 1. Sintesi de dNTP

Es de vital importancia que les cél-lules controlin els nivells de sintesi i degradacié de
dCTP, dTTP, dGTP i dATP necessaris per a la sintesi del DNA aixi com per a la seva
reparaci6. En cas de que aquesta regulacio es vegi compromesa, es produira un desequilibri,
una deplecié o una acumulacié d’un o varis dNTPs i, conseqientment, es produira un
augment en la taxa de mutacié. Una replicaci6 o reparaci6 erronia del DNA 1 les mutacions
que en deriven sén un dels principals motors de la génesi tumoral ***'. La ceél'lula pot

obtenir ANTP per dues vies, per la sintesi de novo o bé per la via de salvament.

4.1.1. Via de novo

A la via de novo, els ANTP s6n produits a partir de I'acid inosinic (IMP) 1 de la uridina
monofosfat (UMP). Les purines es derivaran de 'IMP, mentre que les pirimidines ho faran
a partit de 'UMP. Els ribonucleosid difosfats ADP, GDP, CDP 1 UDP so6n reduits a
desoxi-ribonucleosid difosfats (ANDP), dADP, dGDP, dCDP i dUDP respectivament per
I'enzim Ribonucleotid Reductasa (RNR). A continuacié, els ANDP son fosforilats a dINTP
per I'enzim Nucleosid Difosfat Quinasa (NDPK). La dTTP es produeix a partir de dUMP,
que resulta de la hidrolisi de dUTP o de la desaminacié de dCMP. A continuaci6 la dUMP
és metilada, produint-se aixi dTMP que sera fosforilada fins a aconseguir dTTP **(Figura 1.
14.).
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Figura 1. 14. Rutes metabdliques de la via de sintesi de novo de
dNTP. En blau clar, els metabdlits intermediaris; en vermell, el
producte final (dNTP) i en blau mari, els enzims. (Figura adaptada
de Mathews CK, 2015.)

4. 1. 2. Via de salvament

A la ruta de salvament, els ANTP es generen a partir de desoxiribonucleosids que sén
introduits a la cellula i1 fosforilats per I'accié dels diferents enzims desoxiribonucleosid
quinasa (dNK), reutilitzant aix{ els nucleosids i bases nucleades procedents de la degradacié
d’acid nucleic d’aliments o altri. L’enzim Timidina quinasa (TK) té dues isoformes en
mamifers: TK1 1 TK2, que es troben al citoplasma i al mitocondsri, respectivament53.
Aquest enzim té una funcié principal en el salvament de la dTTP. L’enzim desoxicitidina
quinasa (dCK) participa en el salvament de dCTP, aixi com de dATP i dGTP. L’enzim
desoxiguanosin quinasa (dGK) té com a substrats la desoxiguanosina i desoxiadenosina,
pero és molt menys eficient. L’enzim TK és regulada durant el cicle cel-lular, mentre que

Penzim dCK presenta una expressi6 constitutiva (Figura 1. 15.) *>*,
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Figura 1. 15. Rutes metabodliques de la via de sintesi de
salvament de dNTP. En blau clar, els metabolits; en blau mari,
els enzim citosolics i en vermell, els enzims mitocondrials. (Figura
adaptada de Mathews CK, 2015.)

4. 1. 3. Ribonucleodtid Reductasa

En humans, 'enzim RNR és un enzim de classe I i es compon per dues subunitats
homodimeriques, R1 o subunitat gran (170 kD) i R2 o subunitat petita (88 kD). Dues
subunitats alfa formen la proteina R1 i dues subunitats beta, de menor tamany, formen la
proteina R2 >, Una proteina R2 alternativa pot substituir la forma R2 canonica. Aquesta
R2 alternativa s’anomena p53R2 i la seva expressié s’indueix com a resposta al dany al
DNA 7 També s’ha descrit que el complex R1p53R2 té una funcié6 en la replicacié del
DNA mitocondrial . Tot i rebre el nom de p53, la relacié entre aquest supressor de

tumors i la forma alternativa de R2 no ha estat completament elucidada®.

La RNR és I'enzim limitant per a la sintesi de novo de ANTP i és Ianic enzim responsable de
la reduccié dels NDPs al seu dNDP corresponent, que posteriorment seran fosforilats a
dNTP . Aixo6 fa d’aquest enzim un punt clau i indispensable per a la replicaci6 i reparacié

del DNA. Per aixo, la c¢l-lula ha de vetllar per la seva correcta regulacié i activitat.

42



INTRODUCCIO | 1

Existeixen diversos mecanismes de regulaci6 d’aquest enzim: regulacié al-lostérica,

regulaci6 post-traduccional i ,en llevats, localitzacié sub-cel-lular.

La regulaci6 al-lostérica de la RNR té lloc a la subunitat R1. La subunitat alfa conté dos
llocs de regulacié allosterica. El primer lloc (A- activitat) unira ATP o dATP, activant o
inhibint, respectivament, lactivitat del complex. Un segon lloc (S- especificitat) unira
dATP, dGTP i dTTP per tal d’ajustar Iespecificitat dels diferents substrats de I'enzim,
regulant aixi la proporcié de cada dANTP produit. Quan dATP s’uneix al lloc S, I'enzim
RNR generara dCDP i dUDP. Quan és dTTP el que s’hi uneix, 'enzim generara dGDP i
inhibira la sintesi de pirimidines. La unié de dGTP indueix la produccié de dADP i
inhibeix la produccié de GDP i pirimidines (Figura 1. 16.)>%.

CDP dCDP — dCTP

ubP dUDP —= dUTP
dUMP ' demp
dTMP—»dTDP—» @TTP

GDP dGDP —@GTP

ADP JADP — @ATP

Figura 1. 16. Regulacio allostéerica de la sintesi de novo
de dNTP. En verd estan presentats els reguladors de
I'enzim. Les fletxes verdes indiquen activacié mentre
que les linies vermelles indiquen inhibicié. (Figura
obfinguda de Hofers, A et al. 2012)

Durant el cicle cel-lular, mentre que la subunitat R1 és estable al llarg del cicle cel'lular amb
una expressié constitutiva, la subunitat R2 es regula mitjancant transcripcié aixi com
regulacié de lestabilitat del mRNA i de la proteina *>*. Aquesta segona subunitat és la
subunitat limitant del complex i presenta uns nivells maxims durant la fase S del cicle

cel-lular .
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4. 2. Catabolisme de dNTP

La degradaci6é dels ANTP juga un paper tan important en la seva regulacié com la seva

67

biosintesi . L’enzim principal encarregat del catabolisme dels dNTP és SAMHDI1.

SAMHDL1 es troba sota forma de monomer o dimer i presenta dos llocs de regulacié

al-lostérica

. En un dels llocs, la uni6 de GTP o dGTP promoura la tetrameritzacié del
complex 1 la unié6 de qualsevol dNTP al segon lloc de regulacié que determinara
Pespecificitat de l'enzim. La disminucié dels nivells de SAMHD1 condueix a una
acumulacié dels nivells intracel-lulars de dNTP i provoca un atur a la fase G1 del cicle

cel-lular *>%,

4. 3. dNTP i cancer

4. 3. 1. dNTP i Mutagénesi

Se sap que el cancer apareix a partir d’acumulacié de mutacions. Aquestes mutacions poden
succeir de manera espontania o bé de manera induida. El metabolisme dels dANTP esta
regulat amb una elevada precisi6 al llarg del cicle cel-lular. Durant la fase S, els nivells de
dNTP sén maxims, arribant a vint vegades més nivells que a la fase G1 i coincidint amb la
replicacié del DNA mentre que durant les fases G1/G0 i G2/M, els nivells es redueixen 32
Una regulacié anomala de les reserves cel-lulars de ANTP pot conduir a aberracions durant
la replicaci6, un augment de la taxa de mutagenesi, a un augment en la sensibilitat a agents
genotoxics, i, conseqientment, aquests defectes conduiran a la transformacié oncogenica o

, 7
bé a la mort cel-lular >,

Una deficiencia global d’un o varis dNTP produira una aturada en la replicacié i defectes en
la reparacié del DNA mentre que una expansi6 de les reserves intracel-lulars de INTP o un
desequilibri en les proporcions dels ANTP té efectes mutagenics 72 A més a més, aquest
excés de dNTP també pot causar que les bases s’aparellin correctament pero fora de la
pauta correcta, conduint a mutacions de pauta de lectura degenerada . La regulacié de
dNTP pot venir donada per la desregulacié d’oncogens que regulin 'expressié de proteines

implicades en el metabolisme de dNTP.
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4. 3. 2. dNTP i guimioterdpia

Molts farmacs anti-tumorals sén analegs de nucleosids o bases nucleiques i per activar-se
necessiten ser convertits a analegs de nucleotids mitjangant la ruta de salvament. No
s’administren analegs de nucleotids directament ja que aquests no podrien travessar la
membrana cel-lular. Als anys 50, els doctors Berner i Cohen van descriure per primer cop
el fenomen de la mort per manca de timidina. En el seu treball van descriure com bacteris
deficients per a 'enzim timidilat sintasa (TS) eren sensibles a la manca de timidina en el
medi de cultiu. Mentre que la soca salvatge aturava el seu creixement, els bacteris sense TS
perdien la seva viabilitat”. Aquest fenomen ha estat observat també en cél-lules de mamifer
que han estat tractades amb metotrexat, un compost que inhibeix I'enzim dihidrofolat
reductasa i indueix aixi una deficiéncia en timidina™. Aquesta deficiéncia en timidina
provoca una caiguda en els nivells intracel-lulars de dTTP 1 un augment de més de mil
vegades dels nivells de dUTP. Durant la replicacié en preséncia de metotrexat, el dUTP
s’'incorporara a les noves cadenes de DNA i conseqiientment s’induiran talls al DNA i un
augment en la mort cel'lular”. Aquests estudis van conduir al desenvolupament de
tractaments amb analegs de purina 1 pirimidina, com per exemple el 5-Fluorouracil (Taula
1. 1.). Tot i la seva eficacia, la inestabilitat genomica inherent a les cel-lules tumorals pot
facilitar la seva adaptacié a aquest tractaments i generar resistencies, motiu pel qual
actualment s’estan invertint esforcos per a trobar dianes terapcéutiques per a un co-

tractament amb inhibidors especifics 1 agents quimio-terapéeutics tradicionals.
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Andlegs de Pirimidines Diana terapéutica Us clinic

Cancer de colon, pdncreas,

5- Fluorouracil Timidilat sintasa mama, estébmac, cap i coll,
pell.
Arabinosilcitosina Leucemia limfocitica aguda,
(AraC/Citarabina) DNA polimerasa Limfoma no-Hodgkin.

Cancer d'ovari, pulmaé i

Gemcitabina RNR pdncreas.

Anadlegs de Purines ‘

Leucemia limfocitica aguda,

6-Mercaptopurina Sintesi de novo de purines Limfoma no-Hodgkin.

Leucémia limfocitica cronica,

Fludarabina DNA polimerasa i RNR limfomes de baix grau.

Leuceémies pediatriques

Clofarabina RNR agudes.

Taula 1. 1. Exemples d'andlegs de pirimidines i purines, la diana terapeutica sobre la qual actuen i
I'Us clinic. (Informacié extreta de Dobblestein, M i Sorensen CS, 2015.)

4. 4. ANTP i desenvolupament hematopoétic

El sistema hematopoctic esta subjecte a un dels nivells d’estrés més elevats a 'organisme,
havent de suplir una elevada demanda cel-lular que només es pot assolir amb taxes de
proliferaci6 elevades. Recentment s’han publicat estudis que demostren una sensibilitat del
llinatge hematopoctic en front a alteracions en el metabolisme de dNTP. De fet els teixits
on té lloc el desenvolupament hematopoétic és on els nivells de INTP sén més elevats ',
remarcant un paper d’aquests metabolits en la diferenciacié cel'lular que té lloc en aquests
organs. El ratoli deficient per a l'enzim dCK presenta una disminucié dels nivells
d’eritrocits a causa d’un increment en lestrés de replicacié™®. La manca d’aquest enzim

també altera el desenvolupament de limfocits T i B 77.
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5. ERK5S

5. 1. MAPK

Les proteines quinases activades per mitogen (MAPK), soén una familia de proteines
conservades al llarg de I'evolucié que estan implicades en diverses vies de senyalitzacié
promotores de proliferacié, diferenciacié i apoptosi °. En mamifers, en trobem diverses
subfamilies com ara p38, JNK, ERK 1/2, ERK 3/4, ERK5, ERK7 i ERKS8. Aquestes
proteines es caracteritzen per la seva capacitat de fosforilacié de residus serina i treonina i
la seva activitat pot ser regulada mitjancant un ampli ventall de mecanismes, com poden ser
canvis de conformacié, localitzacié sub-cel-lular, fosforilacié o degradacié ™. En les vies
de senyalitzacié de les Map Quinases, I'activacié d’una Quinasa quinasa quinasa activada
per mitogen (MAPKKK) fosforilara una Quinasa quinasa activada per mitogen (MAPKK)
que al seu torn fosforilara una Quinasa activada per mitogen (MAPK) (Figura 1. 17.).

Environmental
Extracellular ¢.9.EGF, VEGF, Stresses
Stimuli FGF-2,HGF, N(‘;F e.g.IL-6, IL-8 e.g.oxidative stress,

osmotic stress, U.V.

............................................................................
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response e.g. Survival/Proliferation/Differentiation/Apoptosis
Figura 1. 17. Vies de senydlitzacié de MAP quinases cldssiques. El senyal es fransmet a través

d'una via formada per tres noduls centrals: MAPKKK, MAPKK, MAPK. (Figura adaptada de
Nithianandarajah-jones, GN, 2012.)
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5.2. ERKS

ERKS5, juntament amb ERK1/2, p38 i JNK pertany a les MAPK anomenades tipiques, i va
ser la darrera d’aquest grup en ser caracteritzada als anys 1990. ERK5 o MAPKYT7, es
diferencia de la resta de MAP Quinases per la presencia de un domini C-terminal que li
confereix activitat transcripcion21181. Aquesta proteina s’expressa de manera ubiqua, 1 és
activada per la via de MEK5 responent a estimuls de creixement o d'estrés™. ILa seva
activitat és necessaria per a un correcte desenvolupament cardiac i de vasos sanguinis™, i a
més a més s’ha demostrat la seva implicacié en processos tumorals, en la divisié cel-lular i

N -84
la metastasi™.

5. 2. 1. Estructura i activacié d'ERK5

En humans, el gen ERK5 o MAPKY es situa al cromosoma 17p11.2 1 consta d’un total de
5,8 quilo-bases, amb una pauta de lectura oberta de 2,4 quilo-bases. La isoforma principal
codificada per aquest gen es compon de 816 aminoacids, una mida molt superior a la resta
de MAPK que li ve donada per un domini C-terminal que no trobem als altres membres de
la familia. La part N-terminal va de 'aminoacid 1 fins al 406 i es divideix en dues regions: la
regi6 requerida per a la localitzacié citoplasmatica (aminoacid 1-77) seguida per el domini
quinasa (aminoacid 78-406). Aquest segon domini comparteix un 52% d’homologia amb el
domini quinasa d’ERK2 i pot subdividir-se en dues sub-regions: el domini d’uni6 a MEK5
(aminoacid 78-139) i el domini d’oligomeritzacié (aminoacid 140-406). A diferéncia de la
resta de MAPK, ERK5 té una part C-terminal de 410 aminoacids que li confereix activitat

transcripcional 85

. Aquesta cua C-terminal presenta quatre regions importants: una
sequencia de localitzacié nuclear (NLS) (aminoacid 505-539), dos dominis rics en prolina,
PR1 (aminoacid 434-465) i PR2 (aminoacid 578-701) i un domini d’unié6 a MEF2 (440-
501). Per tal d’activar ERK5, MEKS5 fosforila la treonina 218 1 la tirosina 220 d’aquesta
proteina. Un cop activada, ERK5 pot fosforilar altres dianes com poden ser c-Myc i MEF2
o bé es pot auto-fosforilar en la seva regié C-terminal que conté un domini NLS permetent

aix{ la seva translocacié al nucli * (Figura 1. 18.). Aixi doncs, ERK5 pot actuar com a

proteina quinasa o bé com a factor de transcripcié *.
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a.a. 1 MEKS a.a. 816
I phosphorylation I
sites
(a.a. 218/220)

o N Transcriptional activation
MEKS binding @ CD domain Nuclear Ilodcahsallon domain
a.a. 78-139 signal domain
( ) eg (a.a. 350-358) (@8, 505.539)

Kinase Domain COOH

Cytoplasmic Oligomerisation (a.a. 140-406)
targeting
(a.a. 1-77)

MEF2-interacting
domain
(a.a. 440-501)

Figura 1. 18. Esquema representant I'estructura i els dominis funcionals d’ERKS. (Figura adaptada
de Nithianandarajah-jones, GN, 2012.)

En ratoli, Erk5 consta de 5,6 quilo-bases i es compon de 6 exons i 5 introns. Existeixen
tres isoformes (Erk5a, Erk5b i Erk5c) generades mitjancant splicing alternatiu entre els
introns 11 2. Sent Erk5a la isoforma complerta, la isoforma Erk5b presenta una delecié de
09 aminoacids a la regi6 N-terminal de la proteina, mentre que la isoforma Erk5c en
presenta una de 139 aminoacids . Un codé STOP prematur a la pauta de lectura pot
apareixer degut a un error en 'splicing de I'intré 4 1 aixo condueix a una isoforma truncada
de la proteina, anomenada Erk5-T. Aquesta variant és truncada a 'alcada del domini C-
terminal i, per tant, es incapa¢ de ser translocada al nucli. D’altra banda, aquesta Erk5-T
pot generar heterodimers amb Erk5 impedint la translocacié de la isoforma complerta al

nucli *.

5. 2. 2. ERKS i desenvolupament

La distribucié6 d’ERKS5 en I'organisme és ubiqua i s’ha descrit que la seva funci6 és essencial
per al desenvolupament dels vasos sanguinis aixi com per al desenvolupament del sistema
nerviés 1 juga un paper important en la iniciacié i progressié de certs tipus de cancer

mitjancant la regulaci6 del creixement i la proliferacio.
Desenvolupament del sistema cardiovascular

Els ratolins deficients per a Erk5 moren abans de néixer, al dia 10,5 de gestacié (E10.5)
degut a defectes en el desenvolupament cardiovascular. Aquests defectes venen donats per
una fallida en la genesi dels vasos sanguinis, ja que aquest fenotip es produeix quan Erk5 és

absent a les c¢llules endotelials pero els ratolins que no tenen Erk5 als cardiomiocits no
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. . , . . < . 0 0
presenten cap anomalia durant el desenvolupament i sé6n viables i fertils ™"

. Quan es
depleciona ERK5 d’un ratolf adult mitjangant un sistema induible, els ratolins moren al cap
de pocs dies degut a defectes en els vasos sanguinis que provoquen la seva fenestraci6 i,

conseqiientment, hemorragies internes que condueixen a la mort.
Desenvolupament del sistema nervids

Diversos estudis han demostrat que ERKD5 juga un paper clau en la superviveéncia neuronal
durant el desenvolupament del sistema nervids. Els ratolins deficients per a ERKS5,
presenten anomalies en el desenvolupament del cervell, degut a una inhibicié de la neuro-

génesi .
Desenvolupament del sistema hematopoétic

Tot 1 que ERKS5 no és necessaria per al manteniment de les poblacions de limfocits T a la
periféria %, en el nostre laboratori s’ha demostrat que la manca I’'ERKS en ratoli juga un
paper en la regulacié del principal receptor d’aquestes cél'lules, el TCR i promou una
alteracié en els nivells de limfocits T reguladors”™. Recentment també s’ha publicat un
estudi que demostra que la manca ’ERKS5 compromet un correcte desenvolupament dels

limfocits B mitjancant P'activitat del factor BAFF ™,

5. 2. 3. ERKS5, cicle cellularicancer

Durant les darreres decades, es coneix 1 s’ha estudiat en profunditat el rol de les MAPK,
com ERK1/2, en la generacié i progressié de tumors. ERK5 no ha estat una excepcié i
també ha despertat un gran interes en el camp de 'oncologia. A finals dels anys 90 es va
descriure que la proliferacié induida per EGF en cél'lules Hel.a depenia d’ERKS5 82
mitjangant la fosforilacié de la quinasa SGK que permetia entrada de les cél-lules a la fase
S ”. Posteriorment es va demostrar que ERKS5 participa en la transicié G1/S mitjangant la
regulaci6 de la ciclina D1 % En estudis més recents, s’ha demostrat que la manca I’ERK5
condueix a Pestabilitzacié de p21 i p53, inhibint aixi el complex CDK2/ciclina E i aturant

parcialment les cél'lules en la fase G1 del cicle cel-lular’™”

. En concert amb aquests
resultats, la sobre-expressié6 d’ERKS5 en un model de cancer de prostata, correlaciona amb

un augment del nivells de Geminin, una proteina promotora de la replicacié del DNA ”.
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Tot i que en alguns models la manca d’ERKD5 indueix una aturada en la fase G1 del cicle
cel'lular, altres estudis mostren que les cel-lules sense ERK5 poden proliferar sense

problemesm.

La deficiencia de $/#2 o Mpk1, ’homoleg d’ERKS en S. Cerevisiae, provoca un augment de la
sensibilitat en front a agents genotoxics com la hidroxiurea, un inhibidor especific de la
RNR o bé la cafeina, un inhibidor ’ATM "', A més a més, Mpk1 contacta directament
amb els factors Swi4 i Pafl per activar la iniciacié de la transcripcié i I'elongacié del
transcrit, respectivament ', Els efectes causats per la deficiéncia de Mpk1 en llevat poden
ser revertits mitjangant I’expressié de la proteina ERK5 humana, suggerint una conservacié
d’aquestes funcions d’ERKS5 al llarg de I'evolucié i un rol d’aquesta proteina en la

preservacié de I'estabilitat genomica en mamifers.

Draltre banda també s’han publicat estudis que mostren una implicacié de I'activitat quinasa
d’ERKS en el progrés de la fase G2/M. La fosforilacié ’ERKS es veu incrementada en
mitosi i s'uneix a BIM promovent la seva inactivacié i, consequentment, la supervivencia de
les cel-lules en mitosi. La fosforilaci6 ’ERKS5 en mitosi és independent de MEKS5 i esta
regulada per CDK1 "', A més a més activitat PERKS es requereix per a la regulacié de

106

Pexpressié de NF-kB durant la transicié G2/M del cicle cellular ™.

A nivell clinic, ERK5 representa un biomarcador de mal pronostic en diferents tipus de
cancer *. En cancer de mama, una elevada expressié d’aquesta proteina correlaciona amb
una menor supervivencia dels pacients i una resisténcia al tractament amb agents quimio-
terapeutics. Estudis 7z vifro on es va fer un co-tractament amb diferents inhibidors ’ERK5
1 agents quimio-terapeutics, mostren un augment en el dany al DNA 1 apoptosi a les linies
cel'lulars tractades . Recentment també s’ha reportat que la inhibicié 'ERKS5 sensibilitza
les cel'lules de leucemia mieloide aguda en front al tractament amb Citarabina (o Ara-C),
una droga d’Gs comu per a aquesta patologia '*'"”. A nivell de cancer de prostata, ERK5
també correlaciona amb una pitjor prognosi aixi com amb un increment en la metastasi als
ossos . Aixo presenta ERK5 com una diana per a sensibilitzar certs tumors al tractament

amb quimioterapia tradicional.

En conjunt, tots aquests estudis apunten cap a la idea que ERKS5 juga un paper important

en la proliferacié cel-lular, a diferents estadis del cicle cel-lular i sota diferents contexts.
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Evidencies cliniques suggereixen que la desregulaci6 de la via de senyalitzacié

MEKS5/ERKS5 és un promotor de la génesi de tumors en varis tipus de cancer **”'>!"",

ERKS5 esta sobre expressada en molts tipus de tumors 1 existeix una relacié directa entre

Paugment dels nivells d’aquesta quinasa i la resisténcia a agents quimio-terapéutics """’

Aquests fets condueixen a fer-se la segiient pregunta: Té ERK5 un rol directe en la
q g pregu

preservacio de P'estabilitat genomica?

HIPOTESI

ERKS participa en el manteniment de estabilitat genomica.

OBJECTIUS

1 — Determinar en rol d’ERKS5 en la preservacié de la integritat genomica en linies tumorals

2 — Determinar el rol d’ERKS5 en el desenvolupament de poblacions altament proliferatives

de progenitors hematopoctics.
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1. Tampons i alires reactius

o PBS 10X: 1M NaCl, 26M KCl, 14M KH,PO,, 80mM Na,HPO,

o TBS 10X: Per a un volum final de 500 mL, 50mL Tris-HCI 1M pH7.4, 150 mL NaCl
5M i 300 mL de H,O mQ.

o Tampd Laemmli 1x: 1% SDS, 25mM Tris-HCl (pH6.8), 10% glicerol, 0,001% Blau
de Bromofenol. En el cas de voler tractar les mostres amb medi reductor, al tampd
Laemmli se li va afegir just abans del seu us una concentracié final de beta-
mercaptoetanol a '1%.

o Tampd SDS-PAGE 10x: 30 gr. Tris base, 144 gr. Glicina i 10 gr. SDS

o Tampé de transferencia 1X 2 litres: 6 gr. Trizima, 28,84 gr. Glicina, 1 gr. SDS, 400
mL metanol.

o Tampd de bloqueig (western blot): PBS, 0,1% tween20, 5% llet desnatada en pols
(Nestlé).

o Tamp6 de bloqueig (immunofluorescencia/citometria de flux): PBS 2% FBS.

o Tamp6 de permeabilitzacié: PBS, 2% FBS, 0,1% Trité X100.

o Tampd de tincié amb iodur de propidi: PBS, 0,2% Trité X100, 200 pg/ml. RNAsa,
30 pg/mL Iodur de propidi.

o Tampé d’annexina: 10 mM Hepes, pH 7,4, 140 mM NaCl, 5 mM CaCl,.

o Tampd Isoosmolar (Eppendorff)

o Tampo6 Hypoosmolar (Eppendorft)

o Medi de cultiu DMEM (Lonza, #BE12-707F)

o FBS (Lab Clinic #A15-101)

o Penicil'lna/Estrepromicina (Lonza #DE17602F)

o L-Glutamina (Lonza #17905C)
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2. Cultius cel {ulars

Totes les tecniques descrites en el segiient apartat varen ser dutes a terme en campanes de
flux laminar vertical, els medis de cultiu van ser pre-escalfats en un bany de 37°C i les

cel-lules van ser cultivades en un incubador a 37°C, 5% CO,.

2. 1. Descongelacié de cellules

Les linies cel-lulars es conserven en crio-vials en tancs de nitrogen liquid. Per tal de
descongelar-les, el vial va ser passat del tanc de nitrogen al bany de 37°C, en el que va ser
incubat durant 5 minuts. Passat aquest temps es va passar a afegir medi de cultiu molt
lentament per no diluir el medi de congelacié de manera molt sobtada. Es va anar passant
mica en mica, amb una pipeta Pasteur de plastic esteril, el contingut del crio-vial en un tub
falcon de 50 mL contenint 25 mL de medi de cultiu a 37°C. Aquest tub es va centrifugar
durant 5 minuts a 1000 rpm 1 es van re-suspendre les cél-lules en 10 mL de medi de cultiu

en un flascé T75 1 es van posar a I'incubador.

2. 2. Manteniment

Les linies cel-lulars es van mantenir en flascons T75 en un incubador a 37°C, 5% CO,. Es
van mantenir a una concentracié d’entre 0,2:10° 1 1-10° Cél-lules/mL i es va procedir a

canviar el medi cada 2-3 dies segons els tipus cel*lulars.

2. 3. Comptatge

Préviament a cada assaig es va determinar la densitat cel'lular de cada cultiu. Per aixo,
primer es va homogeneitzar el cultiu amb una pipeta serologica 1 tot seguit es van pipetejar
10 uLL del cultiu i es van dipositar a una cambra de Newbauer amb la qual es va detemrinar

el nombre de cél-lules per mL.

2. 4. Congelacié

Per tal de congelar una linia cel-lular, es van usar cultius que estiguessin en creixement

exponencial. Les c¢l-lules es van recollir, centrifugar durant 5 minuts a 1500 rpm, i es van
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re-suspendre en una solucié FBS 5-10% DMSO (el percentatge de DMSO varia en funcié

del tipus cel-lular).

2. 5. Assaig de sincronitzacio en el cicle celular

Per tal d’analitzar el paper d’ERKS5 en la progressié del cicle cel-lular, varem dur a terme

diferents assajos de sincronitzacio.

Per a 'estudi de la fase M 1 I'analisi de la segregacié cromosomica, varem sincronitzar les
cel'lules amb 50 ng/ml. de Nocodazol. El Nocodazol inhibeix la polimeritzacié dels
microtdbuls, impedint aixi la progressié de les cel-lules a la mitosi. Les cel-lules tractades
amb Nocodazol queden aturades a la prometafase, on els cromosomes s’han condensat
pero encara no s’han organitzat al fus mitotic. Per a poder estudiar la progressié mitotica,
les cel'lules varen ser rentades tres vegades amb PBS per assegurar I'eliminacié total de
Nocodazol del medi. Després van ser re-suspeses en medi pre-escalfat a 37°C, incubades a
37°C, 5% CO,, i a diferents temps es van recollir i fixar les cel-lules per a ser marcades i

analitzades per microscopi de fluorescencia Olympus BX61.

Per a dur a terme P'analisi de la progressié durant la fase S cel cicle cel'lular, es van utilitzar
diferents compostos que interfereixen amb la progressié de la replicacié mitjancant
diferents mecanismes. Es van usar la timidina i la hidroxiurea, que interfereixen amb el
metabolisme de dNTP, provocant aixi una aturada de les forquilles de replicacié just a
Iinici de la fase S del cicle. Mentre que la timidina indueix un desequilibri de ANTP amb un
augment massiu de dTTP 1 una deplecié dels nivells de dCTP, la hidroxiurea, inhibidor
especific del complex enzimatic RNR, provoca una deplecié dels dANTP a la cel'lula
impedint aix{ la seva incorporacié durant la replicaci6. Com la timidina, la hidroxiurea
bloqueja les cellules en 'inici de la fase S. A banda de la inhibicié de la fase S alterant els
dNTP, es pot inhibir 'enzim polimerasa alpha, que és 'encarregat d’iniciar la replicaci6 del
DNA a les forquilles de replicacié. Quan tractem amb aquest compost, les cel-lules no

poden iniciar la fase S, aixi doncs, es bloquegen en la fase G1/S (Taula 3. 1.).
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Afidicolina Timidina Hidroxyurea Nocodazol
Fase d'aturada Gl G1/S G1/S G2/M
5ug/mL 2,5 mM/ 2mM 50 ng/mL
Concentracié final 100 uM
) B 16h 18, 24, 28h 18h 16h
Temps d’'incubacid
Inhibicio de la Desequilibri en Deplecio del Inhibicio de la
. , .. | DNA polimerasa el pool de pool de polimeritzacié de
Mecanisme d'accid . e . .,
o nucleotids nucleotids microtubuls

Taula 3. 1. Mecanisme d'accid, concentracié i temps d'incubacié de les diferents
reactius usades per andlitzar la progressid en el cicle celular de les linies shCTRL i
ShERKS.

2. 6. Linies celulars

Jurkat

La linia cel-lular Jurkat va ser establerta a partir de la sang periférica d’un adolescent de 14
anys. El tipus cel'lular és una leucémia aguda de limfocit T. Aquesta linia cel'lular creix en
suspensié. Les condicions de cultiu en les que es va fer créixer aquesta linia es en RPMI

1640, 10% FBS, L-glutamina, penicil-lina/estreptomicina.

HL-60

La linia HI.-60 va ser establerta a partir de la sang periferica d’'una dona de 36 anys, malalta
de leucémia pro-mielocitica. Per a cultivar aquesta linia cel-lular es va usar medi RPMI
suplementat amb 20% FBS, L-glutamina, penicil-lina/estreptomicina i no es va permetre
en cap cas que la densitat arribés a 1:10° cél-lules/mL ja que les cél-lules HIL-60 es
diferencien a macrofags en arribar a una elevada densitat de cultiu. Per a la seva crio-
preservacié es va usar una concentracié de DMSO de 5% enlloc de 10% ja que el DMSO

també pot induir la diferenciacié d’aquesta linia tumoral.
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ues7s

La linia tumoral U-937 va ser establerta a partir d’una efusié pleural d’un home de 37 anys
que patia d’un limfoma histiocitic. Aquesta linia és monocitica i es cultiva en suspensio en

medi RPMI 1640 10% FBS, L-glutamina, penicil-lina/estreptomicina.

Hut-78

La linia Hut-78 prové d’un home de 53 anys patint d’un sindrome de Sézary, és del tipus

cel'lular limfocit T cutani .

3. Transfeccions estables i fransitories

3. 1. Plasmidis

En aquest estudi es van usar clons de la llibreria MISSION shRNA de SIGMA-ALDRICH.

El vector usat en aquest sistema és el vector pLKO.1-puro.

shCTRL: MISSION® pLKO.1-puro Non-Mammalian shRNA Control Plasmid DNA

shERK5DNA_2:
CCGGCCCTAATGCTTTCGATGTGGTCTCGAGACCACATCGAAAGCATTAGGGTTTTT

3. 2. Electroporacio

Es van re-suspendre 2-10° cél-lules en 5 mL. de medi RPMI, tot seguit es van centrifugar
durant 5 minuts a 1500 rpm es va aspirar el sobrenedant o es van re-suspendre les cel-lules
en 800 ul de tampd hypoOsmolar. Es van incubar les cél'lules durant 15 minuts a
temperatura ambient i es va afegir el plasmidi d’interes linearitzat a una concentracié final
de 4 ug/ml. Es va passar la barreja a una cubeta d’electroporacié de 0.4 cm d’amplada
amb una pipeta Pasteur de plastic esteril 1 es va procedir a electroporar les cel-lules amb el

Eppendort Multiporator.
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Programa Multiporator:

Mode: eukaryotes “( )"

Voltage (V): 630
Time constant (t): 40us

Pulse number (n): 1

Tot seguit, es va extreure la cubeta de I'aparell i es va deixar durant 5 minuts a temperatura
ambient per a que les cél-lules es recuperessin de I'impuls electric. Passats els-5 minuts, es
van transferir les cél-lules a un tub Eppendorf amb una pipeta Pasteur de plastic i es van
centrifugar durant 2 minuts a 2000 rpm per a eliminar la solucié hipoosmolar. Finalment,
es van re-suspendre en 5 mL de medi RPMI 10% FBS previament escalfat 1 es van incubar
a 37°C, 5% CO, durant un parell d’hores. Tot seguit es va afegir I'antibiotic al medi de
cultiu i es van repartir les cel'lules en fraccions de 1 mL en plaques de 24 pous. Al cap de
un parell de setmanes es poden comencar a veure els primers clons resistents a I'antibiotic,
que seran amplificats, validats mitjancant qPCR 1 WB per a detectar els nivells de la
proteina d’interes 1 els que siguin validats seran congelats tal i com es descriu en 'apartat de

congelacio.

4. Model animal

4. 1. Ratolins

Els ratolins usats en aquest estudi sén de la soca C57Bl/6. Ratolins transgénics Er&5"" van
ser creuats amb ratolins [“avCre, que expressen la recombinasa Cre sota activitat del
promotor del gen [7as, que només és expressat en el llinatge hematopoctic. Es van usar
ratolins de 4 i 8 setmanes. Tots els ratolins usats en aquest estudi han sigut tractats sota les
condicions 1 procediments que dicta el Departament d’Agricultura, Ramaderia, Pesca,

Alimentacié 1 Medi Natural de la Generalitat de Catalunya.
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4. 2. Genotipat

Es va usar una biopsia de les orelles dels ratolins per tal de genotipar cada individu en
funcié de Pexpressié de les seqiiencies LoxP i de la recombinasa Cre. El teixit va ser
incubat durant 5 minuts a 100°C en una solucié NaOH 50mM, passats aquests 5 minuts, es
va procedir a homogeneitzar la mostra mitjangant pipeteig i es va deixar incubant durant 5
minuts més a 100°C. Tot seguit es va afegir 60 uL. de 1 M Tris-HCI pH 6.8 1 es va tornar a
incubar a 100°C durant 5 minuts més. Finalment, es va centrifugar la mostra durant 15
minuts a 13000 rpm per eliminar les restes de teixit. El DNA queda a la fase liquida del

sobrenedant i pot ser usat directament per a la reaccié de PCR de genotipat.

Genotipat Sequéncia 5'-3'

ErkS5 fl/fl forward fccatgctgttagtcctttgg
Erk5 fl/fl reverse agcggctgtgaagagtgaat
VavCre forward cgagtgatgaggttcgcaag
VavCre reverse atcttcaggttctgcgggaa

Taula 3. 2. Encebadors usats pel genotipat dels ratolins.

4. 3. Alllament de precursors d'eritrocits

Per tal d’aillar els precursors d’eritrocits varem extreure les cel'lules del moll de I'os i de la
melsa i varem procedir al comptatge de cél-lules per tal de determinar la cel-lularitat de
I'organ i tot seguit es va procedir a descartar els eritrocits madurs mitjancant un gradient de
iodixanol: es va dipositar la suspensi6 cel-lular sobre un coix{ de iodixanol al 16% evitant la
barreja de les dues fases, i es va centrifugar durant 20 minuts a 900 xg. Passat aquest temps
es van recolectar les cel-lules a la interfase, es van fer dos rentats amb PBS i es van tornar a

comptar per poder procedir amb els protocols d’interes.
ptar per p p p
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5. Citometria de Flux

5. 1. Marcatge d’antigens de superficie

Es van marcar 0,5:10° cél-lules en 100 ul. de la dilucié de Ianticos corresponent en PBS
2% FBS (Taula 3. 3), durant 30 minuts a 4 °C. Després de dos rentats amb PBS 2% FBS les
cel-lules es van ressuspendre en 0,5 ml de PBS. Just abans de passar les mostres pel
citometre es va afegir 20 ng de DAPI a cada mostra per poder descartar les cel'lules mortes

de 'analisi. Les mostres es van analitzar amb un citometre Gallios (Beckman Coulter).

5. 2. Andlisi del cicle celular

Per dur a terme aquest analisi, es va agafar 1-10° de cél-lules per punt. Es van ressuspendre
les cel'lules en 100 pl de PBS, es van afegir 900 ul d’etanol 70% i es va agitar per inversio.
Un cop arribat aquest punt les cél-lules fixades poden ser guardades a -20°C fins el moment

en el que vulguem fer 'analisi.

Per a P’analisi del cicle, es van tenyir les cél-lules durant 30 minuts a temperatura ambient en
500 pl de tampo de iodur de propidi. Tot seguit, les mostres van ser analitzades per

citometria de flux.

5. 3. Andlisi d’apoptosi

Per dur a terme aquest analisi, es van analitzar 0,2:10° per punt. Es van ressuspendre les
cellules en 100 pl de tampd d’annexina, passats 15 minuts es van afegir 400 pl de tampo

d’annexina i 1 pl de iodur de propidi per punt. Tot seguit es van analitzar les mostres

mitjangant citometria de flux, usant un citometre FC500 (Beckman Coulter).

5. 4. Separacio celular o Sorting

Les cél'lules van ser marcades durant 30 minuts a 4°C a una densitat de 10-10° per mlL.
Passats els 30 minuts, es van centrifugar durant 5 minuts a 1200 rpm, es van ressuspendre

en 5 mL de PBS 2%FBS, es van tornar a centrifugar i finalment es van ressuspendre en
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FBS a una concentraci6 de entre 101 15-10° per mL. Les cellules van ser purificades usant

un separador FACSAria (Becton Dickinson).

6. Microscopia de fluorescéncia

6. 1. Andlisi de mitosis aberrants

Per dur a terme P'analisi de les mitosis es van incubar les cél-lules amb 50 ng/ml Nocodazol
durant 16 hores a 37°C, 5% CO,, a una densitat de 0,5:10° cél-lules/ml. Passades aquestes
16 hores, es van rentar les cel-lules tres vegades per tal d’eliminar qualsevol resta de
nocodazol, es van ressuspendre en medi de cultiu i i es van incubar a 37°C durant 30
minuts. Passats els 30 minuts, les c¢l-lules van ser fixades amb 70% etanol, tenyides amb

DAPI i analitzades mitjangant I"ds d’un microscopi de fluorescencia Olympus BX61.

7. Técniques moleculars

7. 1. Electroforesi de proteines i deteccid per Western Blot

Les mostres van ser processades en tampo Laemmli 1x i van ser escalfades durant 15
minuts a 95 °C. Tot seguit, van ser carregades en gels d’acrilamida (8-12%, depenent del
pes de la proteina que voliem estudiar) (Taula 3. 2) i es van fer correr els gels a 120V durant
1h30 minuts. Després de I'electroforesi, el contingut dels gels va ser transferit a membranes
de nitrocel'lulosa a 120V durant 50 minuts. Un cop les nostres mostres van estar
transferides a la membrana, es va procedir a bloquejar la membrana durant 1h a
temperatura ambient en tampé de bloqueig (western blot), un cop bloquejades les
membranes es van incubar tota la nit a 4 °C 1 en agitacié amb I'anticos corresponent diluit
en tampo de bloqueig. Passada la incubacié amb I’anticos primari, es va rentar la membrana
quatre vegades durant 5 minuts 1 en agitacié amb PBS 0,05% Tween 20. Tot seguit, es van
incubar amb lanticos secundari corresponent durant 1h a temperatura ambient i en
agitaci6. Passada I’hora, es van fer quatre rentats en PBS 0,05% Tween 20 i tres rentats en
PBS, de 5 minuts cadascun i en agitacié. La deteccié del senyal es va efectuar mitjangant

quimioluminescencia en un aparell LAS-3000 (Fujifilm).
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En el cas de proteines fosforilades, es va usar TBS enlloc de PBS i per a determinats

anticossos es va usar BSA per a bloquejar enlloc de llet, seguint les instruccions de la casa

comercial.
Acrilamida | Tris-HCI | Tris-HCI H20 SDS APS TEMED
37% 1.5M 0.5M mQ 10% 20%
pH8.8 pH6.8
Gel Separador

8% 1,75 - 3.2 140 35 10
Acrilamida mL mL uL ulL uL

10% 1.9 - -
Acrilamida mL

12% - -
Acrilamida

Gel Concentrador

4% 320 - 730 1,86 60 15 5

Acrilamida uL uL mL uL uL uL

Taula 3. 3. Recepta dels gels d'acrilamida

Anticos primari Casa comercial (#ref.) Dilucio
Ter119-FITC Biolegend (#116205) 1:600
CD71-PE BD (#553267) 1:1000
B220-FITC Immunotools (#22159453) 1:25
IgM-PerCP Life Technologies 1:1000
Phospho-H2AX Biolegend (#613401) 1:1500
H3 Cell Signaling (#601901) 1:1500
Beta-Actina Sigma (#A1978) 1:10000
Anticos secundari Casa comercial (#ref.) Dilucié
Anti-mouse IgG-HRP Sigma 1:3000
Anti-rabbit IgG-HRP Dako 1:3000
Anti-goat IgG-HRP Dako 1:3000

Taula 3. 4. Anticossos usats, referencia i dilucid.
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7. 2. Andlisi densitometric

Les imatges van ser capturades amb un aparell LAS-3000 i van ser analitzades amb el

programa F1JI-Image].

7. 3. Extraccid de RNA, retrotranscripcio i PCR a temps real

Per a cada condicié experimental, es van lisar 1-10° cél'lules en RNA Jysis buffer i es va
procedir a laillament de RNA amb el Purelink® RN.A Mini Kit (Life technologies,
#12183018A) seguint les instruccions de la casa comercial. L’RNA es va conservar a -80°C
fins al seu us per a la sintesi de cDNA. Per dur a terme la reaccié de retro-transcripcio,
varem usar el kit Super Seript® 11 First-Strand Synthesis SuperMix (ThermoFisher Scientific;

#11752) amb les condicions seglients:

Reaccié — Volum final = 10 pl.:

- 5uL de 2x Reaction Mix
- 4ul.de RNA
- 1 ul d’enzim

Programa del termociclador:

Temperatura (°C) Temps (min)
25 5

50 30

85 5

4 )

Amb el cDNA obtingut, es van dur a terme les reaccions de PCR a temps real usant les
segiients condicions:

Reaccié — Volum final = 20 ul.:

- 10 uL 2xGoTaq qPCR Master Mix
- 0,2 uL Forward primer 10 uM

- 0,2 ulL Reverse primer 10 uM

- 7,6 ulL H,O mQ

- 2ulL cDNA
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Programa termociclador:

Temperatura (°C) Temps

95 1 minuts

95 10 segons

60 10 segons X40 cicles
72 20 segons

4 o0

Metabolisme dNTPs Seqgléncia 5'-3'

Samhd]1 forward aggggtggggtatctagcag
Samhd]1 reverse tgttcatgcgtccatttcac
dCK forward aagaggttctgecctictec
dCK reverse gaaccacttcccaatcctca
SAC Seqguéncia 5'-3'

Cenp-E forward gggagaaaagagcaggcatt
Cenp-E reverse tcactgcctgcaagatcaac
Mad?2 forward cttctcattcggcatcaaca
Mad?2 reverse tccaggacctcaccactttc
Bub1 forward atgaccctcttggtgaa

Bubl reverse ggcaatgtacagaggggatg
Bubr1 forward ccaagggattggtgtttcac
Bubrl reverse caacagagtttgccgagaca
Mps1 forward ccgaggatttaagtggcaga
Mps]1 reverse caaccagtcctectgggttgt
Checkpoint Seqguéncia 5'-3'

p21 forward cagcagaggaagaccatgtg
p21 reverse ggcgtttggagtggtagaaa
Chk1 forward caggggtggtttatctgcat

Chk1 reverse ttcaacaaacgctcacgatt

Taula 3. 5. Taula d'encebadors usats per la PCR quantitativa.

7. 4. Deteccid dels nivells de dNTP

Preparacio de la mostra

Les cél-lules van ser fixades amb una solucié fixadora de metanol al 60% freda, varen ser
homogeneitzades amb un vortex i tot seguit es van guardar a -20°C durant una nit.
L’endema les mostres es van bullir durant 3 minuts i posteriorment es van centrifugar
durant 15 minuts a 17000 xg a 4°C. Els sobre-nedants van ser evaporats durant tota una nit
en un concentrador SpeedVac. Els pellets van ser dissolts en 100 uL. d’H,O mQ), la mostra
es va homogeneitzar amb un vortex i es va centrifugar durant 15 minuts a 17000 xg a 4°C

per a descartar els debris insolubles.
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Reaccié de PCR

Per quantificar els nivells de dNTP es va dur a terme el metode descrit per Wilson i
col'laboradors "', Es du a terme una reaccié amb una seqiiéncia motllo especifica per a
cada ANTP, una sonda que hibrida al motllo 1 que presenta un marcador FAM a I'extrem 5’
1un Quencher a 'extrem 3’, un encebador especific per a amplificar el motllo, 3 dels 4 ANTP
en excés excepte el que volguem mesurar i un enzim Taq polimerasa amb activitat
exonucleasa. El ANTP que volguem mesurar sera el factor limitant, 1 a mida que es vagi
amplificant la seqiiencia motllo, sanira alliberant el FAM de la sonda produint
fluorescéncia. Quan s’esgoti el dANTP que estem mesurant l'increment de fluorescéncia

s’aturara.

Reaccié — Volum final = 30 ul.:

- 3ul PCR buffer 10x

- 1 uL encebador

- 1lulL sonda

- 1 ulL motllo

- 1 uL cadascun dels dNTP excepte el ANTP problema
- 2 ull mostra

- 19uL H,0O

- 1 ul Taq polimerasa

Programa termociclador:

Temperatura (°C) Temps
95 1 minut
56 10 segons
60 20 minuts

amb lectura cada 60 sec

7. 5. Assaig de Bradford

Per dur a terme aquest assaig es van diluir les mostres en PBS 1x, en un volum final de 200
ul.. D’altre banda es va fer un banc de dilucions ’OVA (100, 300, 900, 2700, 8100 ug/mL)
a partir d’una solucié estoc de 50 g/L.. Les mostres i les dilucions de la recta patrd varen ser

repartides en duplicats en una placa de 96 pous.
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7. 6. Assaig d'activitat quinasa de I'enzim Timidina quinasa

Es van lisar 10-10° cél'lules de cada tipus cel-lular (shCTRL i shERKS5) en buffer de lisi
amb un xeringa de 20G. Tot seguit es van centrifugar els lisats durant 10 minuts a 15000 xg
per descartar els restes cel'lulars, es va quantificar el sobrenedant mitjancant ’assaig de

Bradford i es va congelar a -80°C fins al seu us.

Reaccié — Volum final = 100 ul.:

- 5mM Mg(Cl,

- 10 mM ATP

- 2,5uCi’H-TdR

- 5 uL extracte cel-lular
- 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5

Es va incubar a 30°C durant 15 minuts i la reacci6 es va aturar incubant les mostres durant
3 minuts a 95°C i la totalitat de la mostra va ser aplicada sobre membrana DEAE de 2 cm”.
Els quadrats de DEAE contenint la mostra varen ser rentats quatre vegades durant 15
minuts en una soluci6é de 0,001 M format d’amoni. Tot seguit es va fer un rentat final amb
metanol i les mostres es van deixar assecar i es va mesurar la radioactivitat amb liquid de

centelleig PBT.

7.7. Assaig d'absorcid de timidina

Per quantificar 'absorcié de timidina, es van incubar 10° cél-lules amb 1.05 uCi de H’-dT i
0.33 uM de cada nucleosid en un volum final de 100 uLL de medi de cultiu en plaques de 96
pous, durant una hora a 37°C, 5% CO.,. Tot seguit, les cel-lules es van rentar 3 vegades
amb PBS 1x fred. Els pellets es van assecar durant 10 minuts a 50°C i tot seguit es va afegir
200 uL de liquid de centelleig. La radioactivitat va ser mesurada utilitzant un comptador de

centelleig Trilux MicroBeta (Perkin Elmer).
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1. L'absencia d’ERK5 indueix inestabilitat genomica en la linia cel {ular Jurkat i
la sensibilitza enfront al tractament amb timidina

Varem voler explorar si ERK5 participa en la preservacié de lestabilitat genomica. Per
aixo, es va triar 'aproximacié de disminuir el contingut de d’ERK5 en linies tumorals
deficients per a p53 i/o PTEN. PTEN i p53 sén dos suptressors de tumors que es troben
mutats o absents en un gran nombre de tumors, 1 sén coneguts per el seu rol en la
homeostasi genomica ***'"*'"°, Varem triar quatre linies tumorals d’origen hematopoétic
que presentaven una funcié de p53 deficient. D’aquestes quatre linies p53 deficients, dues
també son deficients per a la proteina PTEN (Taula 4. 1.). Per a dur a terme Destudi,
inicialment varem transfectar cel-lules Jurkat, una linia tumoral p53- i PTEN-deficient amb
un plasmid codificant un shRNA dirigit contra ERK5 ( shERKS5) i linies control
transfectades amb un shRNA random (shCTRL). Es van testar diversos shRNA contra
ERKS5 i es va seleccionar el que va generar més baixada dels nivells ’ERKDS, aquest
shRINA actua contra la seqliencia conservada a 'ex6 2 del gen de la MAP quinasa (Figura 4.
1.A). Es va observar que les linies que expressaven shERKS5 (seleccionades amb
puromicina) presentaven un creixement inicial més lent en comparacié amb les cel-lules
transfectades amb shCTRL. Consistent amb aquesta observaci6, hi ha estudis que han
descrit que la manca d’ERKS5 indueix una aturada parcial en el cicle cel'lular mitjancant
Paugment de I'expressio de p21 en un model de fibroblast o bé indueix apoptosi en alguns

tipus tumorals 789799,
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Figura 4. 1. A. Western blot representatiu que mostra la disminucié dels
nivells d’ERK5 a nivell proteic en les linies Jurkat fransfectades amb
ShERK5DNA2 en comparacié amb les shCTRL. Es va usar actina com a
control de carrega. Quantificacié per luminescéncia dels nivells d'ERKS5.
Les linies ShERK5 presenten una disminucid significativa dels nivells d’ERK5
respecte a les linies ShCTRL (n=10). B. Disminucié significativa dels nivells
d'expressid del mMRNA d'ERK5 a les linies shERK5S respecte a les linies
SshCTRL. (n=10).

Les c¢l-lules Jurkat, en ser una linia p53- i PTEN-deficient, presenten certa permissivitat
per a 'acumulacié d’anomalies en el contingut genomic **''%. De fet, estudis anteriors han
descrit que un cultiu prolongat d’aquestes cél-lules facilita 'acumulacié de una subpoblacié
tetraploide " El que es va observar va ser que, en un total de 20 linies que vam generar en
dues transfeccions independents, una majoria significativa de linies shERKS5 presentaven
una subpoblacié tetraploide mentre que les linies shCTRL mantenien una carrega genomica
diploide (Figura 4. 2.), resultat que ens suggereix que ERKS5 pot tenir una implicaci6 en la

preservacié de Destabilitat genomica, ja que la baixada dels nivells ’ERKS5 accelera un

procés ja descrit d’inestabilitat genomica'.

1 Cal constatar que aquesta subpoblacié tetraploide no és una aturada de les céldules en G2/M
tal i com es mostra a la Figura 4. 2., on podem observar una poblacié amb un contingut
genomic 8N, que representaria la fraccid proliferant en G2/M de la subpoblacié tetraploide.
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Figura 4. 2. A. Perfil de cicle celular representatiu sShCTRL (a dalt) i sShERKSDNA2 (a baix). B.
Representacié del contingut genomic de cada linia individual de les dues transfeccions
independents amb shERK5DNA2 o bé amb shCTRL, en vermell esta representat el percentatge
de célules que presenten un contingut genomic superior a 4N (n=10).

Per descartar que es tractés d’un fenomen particular de les linies Jurkat, varem transfectar
altres linies amb Pactivitat de p53 i/o PTEN compromesa (HLG0, U937, Hut-78) amb
shERKS5. Tot i que no vam veure canvis substancials en HL-60 i Hut-78, la majoria de
linies U-937 shERKS5 van presentar aneuploidia (Figura 4. 3.). A banda de ser deficients per
a la funcié de p53, tan les Jurkat com les U937 soén deficients per a la proteina PTEN
(Taula 4. 1.). Aquests resultats suggereixen que en cel-lules p53- 1 PTEN-deficients que sén
permissives per a la inestabilitat genomica, I'absencia d’ERKS5 incrementa aquesta

inestabilitat.

U937 HL-60 Hut-78
Activitat p53 - - -
Activitat PTEN - + +

Taula 4. 1. Activitat de p53i PTEN en les linies celdulars utilitzades en aquest estudi.
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Figura 4. 3. Grafic representant el contingut de DNA (a dalt) i el percentatge de céeldules en
cada fase del cicle celdular (a baix) en A. Linies U937 shCTRL i ShERK5DNA2 (n=10). B. Linies Hut 78
shCTRL i ShERK5DNA2 (n=10) i C. Linies HL60 shCTRL i ShERK5DNA2 (n=10).

En vista d’aquest resultats, vam especular que ERK5 podia estar jugant un rol durant algun
dels punts del cicle cel'lular, i que la seva absencia indufa una disfuncié en la segregacié
cromosomica. Treballs recents han descrit el paper d’ERKS5 durant la mitosi. Més
concretament, s’ha descrit que la disminucié dels nivells d’aquesta MAP quinasa indueix

: : : ;97,105,106
una aturada parcial del cicle cellular a la mitosi ™.

Aquestes dades juntament amb els resultats mostrats a les figures anteriors ens suggereixen
que ERKS5 participa en la proteccié en front a la inestabilitat genomica i que podia estar
participant en la segregacié cromosomica. Per testar aquesta hipotesi varem sincronitzar les
linies Jurkat shCTRL i shERK5 amb nocodazol per poder analitzar si hi havia algun tipus
d’anomalia durant la metafase. Nocodazol inhibeix la polimeritzaci6 de microtubuls 1 per
tant bloqueja la formacié del fus mitotic. Varem observar un tendéncia de les cellules
shERKS5 a allargar la metafase, pero el fet de que continguin el doble de material genétic
podria explicar aquest retard. També varem analitzar els nivells de mRNA dels components
del Spindle Assembly Complex: (SAC), el complex encarregat de vetllar per una alineaci6 i
segregaci6 correcta dels cromosomes durant la mitosi, assegurant aixi que les dues cel-lules
filles reben exactament la mateixa quantitat de contingut genomic. Quan hi ha variacions en
la quantitat o l'activitat de les proteines del SAC es pot generar aneuploidia o bloquejar la

39

mitosi No es van detectar diferencies significatives en els nivells de mRNA dels
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diferents components del SAC (Figura 4. 4.), tot i aix0 no es pot descartar que hi hagi una

alteraci6 de nivells o activitat de la proteina.

A B
100 7 100% 1 shCTRL
T 80 - 80% Oanaphase-
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5 60 60% |
£ B metaphase
£ 40 40%
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Figura 4. 4. A. Representacid grafica de I'index mitdtic després d’'incubar les celdules 16h
amb 50 ug/mL Nocodazol (n=1) B. Grafic representant la distribucié en les diferents fases
de la mitosi en célules tractades 16 hores amb 50 ung/mL Nocodazol, rentades i cultivades
30 minuts en medi sense Nocodazole (n=1). C. Imatge representativa de les linies shCTRL
(linia 10) i shERK5 (linia 14) en metafase (n=1) D. Grdfic representant els nivells de mRNA
dels diferents components del SAC en les linies generades amb la primera transfeccid de
ShERKSDNA2 (n=10). La quantificacié del mRNA es va fer per transcripcid reversa i PCR
quantitativa. N.S. (no significatiu).

Una entrada prematura en mitosi quan la replicacié del DNA no ha acabat completament
pot generar aneuploidia. Per a fer un seguiment de la replicacié en presencia o abséncia
d’ERK5, varem tractar les cel'lules amb agents inhibidors de la replicacié per tal de

sincronitzar les cél-lules en la fase S.

Varem sincronitzar les céllules en G1/S mitjancant un bloqueig amb timidina, que
consisteix en un tractament de 18 hores amb 2,5 mM timidina. Passat aquest temps
d’incubacié es van tenyir les cel'lules amb Iodur de Propidi (IP) i es va avaluar la

distribuci6 de les cél-lules en el cicle cel'lular mitjancant citometria de flux.
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A part de la presencia de tetraploidia en linies shERK5 com s’ha mostrat abans (Figura
3.2), el tractament amb timidina durant 18 els hi indufa un augment en la mort cel'lular,
com evidencia 'augment de la fraccié subG1 (o <2N) dels perfils de cicle cel-lular (Figura
4. 5. A). Aquest resultat de mort cel'lular es va confirmar mitjancant un assaig
complementari d’apoptosi, tenyint les cel-lules amb annexina V i IP o bé DAPI (Figura 4.

5. B).

Aquest resultat ens va conduir a aprofundir en Iestudi de la funci6 d’ERKS en la resposta
al tractament amb timidina. Per tal de descartar que es tractés d’una inespecificitat del
shRNA contra Erk5, varem reconstituir els nivells ’ERK5 de manera estable mitjangant la
transfecci6 de les linies shERK5 amb wun plasmidi expressant ERKS5 (linies
shERK5+ERKD5) i varem repetir Pexperiment de tractament amb timidina, seguit de
I'assaig d’apoptosi. Comparant les linies shCTRL, shERK5 i shERK5+ERKS5, es va
observar que quan es va recuperar expressio ’ERKS es va recuperar significativament la

viabilitat cel'lular després del tractament amb timidina (Figura 4. 5. B, C.).
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Figura 4. 5. La manca d'ERK5 sensibilitza les céldules al fractament amb fimidina. A. Perfils de
cicle cellular representatius de céldules Jurkat shCTRL o bé shERK5 en condicions de cultiu
asincronic o bé fractades amb timidina a diferents temps (18, 24 i 28 hores) (esquerra).
Quantificacié de la fraccid subG1 després de 0, 18, 24 i 28 hores de bloqueig amb timidina, n=6
(dreta). B. Andlisi per FACS mitjancant tincid amb Annexina V/DAPI de céliules shCtrl, shERK5 o
bé shERK5+ERKS tractades o no durant 18 hores amb timidina (esquerra). Quantificacié de la
viabilitat de les celdules shCtrl, ShERKS o bé shERKS+ERKS tractades o no durant 18 hores amb
timidina (dreta), n=3. C. Western blot representatiuv mostrant els nivells d’Erk5 en les linies shCirl,
ShERK5 o bé shERK5+ERKS. Es va usar GAPDH com a confrol de carrega.

Per tal de determinar si la hipersensibilitat a la timidina en les cél'lules shERKS5 era deguda
al bloqueig de les forquilles de replicacid, varem incubar les cél-lules amb dos compostos
inhibidors transcripcionals addicionals (Figura 4. 6. A.) . I’afidicolina, que-inhibeix la DNA
polimerasa alfa no va induir un augment en l'apoptosi en cap de les dues linies. La

hidroxiurea t¢ un mode d’acci6 més semblant a la timidina, al inhibir especificament la
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RNR no es generen suficients ANTP per a la replicaci6 de DNA®'". TLa hidroxiurea, va
produir un elevat grau d’apoptosi tant en les linies shCTRL com shERKS5, tot i que

I'apoptosi en les cel'lules shERKS5 continuava sent lleugerament major que en les control

(Figura 4. 6. A.).

Aquests resultats suggereixen que la disminucié dels nivells I’ERKS5 sensibilitza la linia
cel'lular Jurkat especificament contra la timidina degut a una baixada del contingut de

dNTP i no degut a la inhibici6 de la replicacié del DNA.

L’apoptosi detectada en les linies shERKS5 correlaciona amb la preseéncia del marcador de
dany al DNA, la fosforilacié de la histona H2AX en la serina 139 (p-H2AX) (Figura 4. 0.
B). Varem voler saber si aquest dany al DNA 1 apoptosi podien ser revertits en les linies
shERK5 quan la timidina era eliminada del medi de cultiu. Es va rentar la timidina 1 es va
analitzar a diferents temps el cicle cellular aix{ com els nivells de p-H2AX. Després del
tractament amb timidina i posterior eliminacid, les cel-lules shCTRL varen disminuir els
nivells de p-H2AX i varen prosseguir amb la replicacié del DNA sense un augment en la
mort cel-lular. En canvi, les linies shERKS5 no varen poder reduir els nivells de p-H2AX ni
la mort cel-lular, indicant una incapacitat per a reparar el dany al DNA i el conseqient

increment en 'apoptosi (Figura 4. 6. B,C.).
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Figura 3. 6. El tractament amb timidina indueix dany al DNA en les linies Jurkat shERKS. A.
Viabilitat de les céllules després de 18 de tractament amb 5 ug/mL d'afidicolina o bé 2 mM
hidroxiurea. Andlisi per FACS mitjangant tincié amb AnnexinaV/DAPI. Els nombres a l'interior de la
grafica indiquen el percentatge de céllules positives per Annexina V en aquest experiment
representatiu (esquerra). Quantificacié de I'apoptosi, Nn=3 (dreta). B. Western blot representatiu
mostrant els nivells de histona H2AX fosforilada, i els nivells d’histona H3 com a control de carrega
en linies Jurkat shCirl o bé shErk5 als temps indicats després de I'alliberament del tractament
amb timidina (esquerra). Quantificacid per luminiscéncia de la ratio fosfo-H2AX:H3, n=3 (dreta).
C. Perfils de cicle cellular representatius després de 0, 8, 16 i 24 hores de I'dlliberament del
bloqueig amb timidina (esquerra). Quantificacié de la fraccid subG1 després de 18 hores de
bloqueig amb fimidina, n=6 (dreta). Per dur a terme els experiments representats en aquesta
figura es van utilitzar pools de dues linies shCtrl i dues linies shErkS.

Aquest fet ens va conduir a tractar les cel'lules amb una concentracié baixa de timidina per
tal d’avaluar millor la resposta de les linies shCTRL i shERKS5. A 100 uM timidina, es va
reduir la proliferacié en ambdues linies, pero a diferéncia de les shCTRL, les shERKS5 van
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presentar un augment en els nivells de p-H2AX (Figura 4. 7.), indicant una reducci6 en el

llindar de toxicitat en front a timidina en abséncia ’ERIKS5.
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Thymidine (LM): ¢ 100 0 100

P-H2AX =~ — o e —
H3 & e —
2
=) * shCTRL
7] * D

shERKS5
2, "
>
<L
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I
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k=

opM  100uM

Figura 4. 7. (part superior)Western blot
representativ - mostrant  els  nivells de
fosforilacié de la histona H2AX en linies
ShCTRL, ShERK5 i ShERK5+ERKS després de 24
hores de tractament amb 100 uM fimidina.
(Part inferior) Quantificacié dels nivells de
fosforilacié de la histona H2AX (n=3).

2. La disminucié dels nivells d’ERK5 actua sinergicament amb la timidina per
disminuir els nivells cel {ulars de dCTP

Degut a que les linies amb els nivells ERK5 disminuits eren altament susceptibles a la
timidina 1 no a I'afidicolina, varem especular un possible rol ’ERKS5 en el metabolisme dels
dNTP, i vam decidir analitzar els nivells de dNTP intracel‘lulars després de diversos
tractaments. L’exposicié de les cel-lules a la timidina indueix un augment intracel-lular de
dTTP que inhibeix al'lostericament la produccié de deoxicitidina difosfat (dCDP) per
Penzim RNR *. Donat que dCDP es el precursor directe de dCTP, la resultant baixada dels
nivells de dCTP enlentira les forquilles de replicacio i s’activaran els punts de control de la

fase S .

Els nivells de dNTP en les linies shERKS5 i shCTRL en cultiu asincronic van presentar
valors similars en dCTP, dGTP i dTTP mentre que les linies shERKD5 van presentar uns
valors significativament elevats de dATP (Figura 4. 8. A.). Després del tractament amb

timidina, els nivells de dTTP es van veure incrementats en ambdés tipus cel-lulars, pero les
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linies shERKS varen presentar una baixada molt més severa en els nivells de dCTP que les
linies control, set vegades menys que en el cultiu asincronic en front a tres vegades menys,

respectivament (Figura 4. 8. B.).

El rati dTTP/dCTP en les linies shERKS5 tractades amb timidina incrementa més de deu
vegades per sobre del rati dTTP/dCTP a les linies control (Figura 4. 8. C.). El tractaments

amb afidicolina i hidroxiurea no van tenir cap efecte en aquest rati.
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Figura 4. 8. A. Nivells de dNTP en condicions de cultiu asincronic de céllules shCTRL i ShERKS,
(n=3). B. Nivells de dNTP en celiules shCTRL i sShERK5 després de 18 hores de tractament amb
timidina, afidicolna o hidroxiurea. Tots els valors estan normalitzats a la condicié control de cultiu
asincronic al qual se li ha donat el valor arbitrari de 1 (linia gris discontinua), (n=5). C. Rati
dTTP:dCTP en les linies shCTRL i ShERK5 després de 18 hores de tractament amb timiding,
afidicolina o hidroxiurea.

Aquest fenomen també es va reproduir a concentracions baixes de timidina on només es va
observar una disminucié dels nivells de dCTP en les linies shERKS5 1 no a les shCTRL
(Figura 4. 9.).
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Figura 4. 9. Baixes concentracions de timidina indueixen una reduccid
de dCTP en les célules shERKS5. A. Nivells de dNTP en céldules shCTRL i
ShERK5 després de 24 hores de tractament amb 100 uM de timidina. Tofts
els valors han estat normalitzats a la condicidé control de cultiu asincronic
al qual se li ha donat el valor arbitrari de 1 (linia gris discontinua), (n=4).
B. Rati ATTP:dCTP en les céllules shCTRL i shERK5 després de 24 hores
amb timidina, (n=4).

En vista d’aquests resultats, varem plantejar-nos la hipotesi de que la suplementacié del
tractament amb timidina amb deoxynucleosids (Ns) podria rescatar els efectes de la

timidina en les linies shERKS5 mitjangant la ruta de salvament del metabolisme de dANTP.

La disminucié en la proliferacié quan les diferents linies cel-lulars van ser tractades amb
100 uM timidina va ser completament revertida en les linies shCTRL i shERK5+ERKS
quan es van afegir Ns al medi, perd només es va observar una tendéncia a la recuperacié en
el cas de les cel'lules shERKS5 (Figura 4. 10.). Aquests resultats suggereixen que I'absencia
d’ERKS5 dificulta el processament dels Ns exogens.
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Figura 4. 10. Proliferacié de linies shCTRL, ShERK5 i shERK5+ERK5 en
medi contenint 100 uM timidina + 1 yM deoxinucleosids (N), (n=3).

Donat que p21¥*"/“P'i CHK1 prevenen 'apoptosi durant Iestrés de replicacié induit per la

timidina ''°, varem analitzar si la susceptibilitat de les linies shERKS5 a la timidina venia
donada per una disfuncié en aquestes dues proteines. La regulacié de p21 es principalment
transcripcional ', per aixo varem mesurar els nivells de mRNA tant de p21 i de CHKI.

No es van detectar diferéncies en 'expressio de cap del dos gens (Figura 4. 11.)
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Figura 4. 11. Nivells mRNA andlitzats per

transcripcié reversa i PCR a temps real. A. Nivells
basals de mRNA de p21 normalitzats respecte als
valors de RNA de 188S. B. Nivells de mRNA de Chkl
normalitzats respecte als valors de RNA de 18S.
ShCTRL (n=9); shERKS (n=10).

El dany al DNA produit per la inhibicié de les forquilles de replicacié desencadena la
fosforilacié en la serina 317 i consequent activacié de la quinasa CHKI1 per part de la
quinasa ATR *. Tot i que ambdés tipus cel'lulars van mostrar un augment en la
fosforilacié6 de CHK1 després del tractament amb timidina, aquest increment va ser major

en les linies shERKS (Figura 4. 12.). Aquests resultats mostren I’estrés genomic produit per
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'aturada de les forquilles de replicacié amb la timidina i ens indiquen que I'increment de la
mort en les cél-lules shERK5 no es deu a una deficiéncia en p21 o bé en Pactivitat de

CHK1 (Figures 4. 11.1 4. 12.).
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Figura 4. 12. Nivells de p-H2AX i p-CHK1 en céllules shCTRL, sShERKS
i ShERK5+ERK5 després de 18 hores d'incubacié amb 1.5 mM
timidina i Ns, segons indicat. CHK1 i GAPDH van ser usats com a
control de cdrrega. Western blot representatiu de 3 experiments.

Durant la replicacié del DNA, la presencia de un desequilibri de dNTPs condueix a un
augment en la taxa d’errors i mutacions puntuals , dany al DNA i inestabilitat cromosomica
07218 T2 manca I’BERKS5 indueix un augment de dany al DNA en cél'lules tractades amb
timidina. Tot i que en el cas d’elevades concentracions de timidina els Ns exogens no van
poder rescatar el fenotip shERKS5 (Figura 4. 14.), I'addici6 de Ns exogens en els
tractaments amb baixa concentracié de timidina 100 pM va restaurar parcialment els nivells

de dCTP aixi com els nivells de p-H2AX (Figures 4. 12.1 4. 14.).
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Figura 4. 13. Nivells de dNTP en céllules shCTRL, ShERK5 o bé shERKS+ERKS en cultiu asincronic o
bé després de ser tractades amb timidina durant 18 hores, (n=3). B. Rati dTTP:dCTP dels valors
mostrats en (A).
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Figura 4. 14. A. Nivells de dCTP i dTTP en célules shCTRL i sShERK5 després de 24
hores de tractament amb 100 uM de timidina o bé 100 uM de fimidina 1 uM Ns.
Tots els valors han estat normalitzats a la condicié control de cultiu asincronic al
qual se li ha donat el valor arbitrari de 1 (linia gris discontinua), (n=2). B. Rafi
dTTP:dCTP després de 24 hores de tractament amb 100 uM de timidina o bé
100 uM de timidina 1 uM Ns, (n=2).
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Aixi doncs, la disminucié dels nivells ’ERK5 en la linia cel'lular Jurkat potencia la
inhibicié de la produccié de dCTP i genera aixi una deplecié quasi total dels nivells de
dCTP intracel-lulars, dany al DNA i apoptosi. A més a més, un menor efecte de la
hidroxiurea en la deplecié de la dGTP (Figura 4. 8.) a les cel'lules shERKS5 recolza la
hipotesi d’una disfunci6 en el metabolisme de dANTP en abs¢ncia d’ERKS. Alteracions en
els nivells de dNTP poden conduir a un augment en la taxa de mutacié degut a un

. . ., N 2
increment en la insercid erronia de dANTP

3. La manca d’ERK5 no te cap efecte sobre els nivells d’expressio de I'enzim
RNR2 ni sobre els nivells d’expressi®6 de mRNA d’'enzims responsables del
metabolisme de nucleotids

Les dades presentades suggereixen un paper d’ERKS5 en el metabolisme de dNTP. Varem
analitzar els nivells del principal enzim encarregat de la sintesi de novo de dNTP, la RNR, i
no vam detectar diferencies significatives entre les cel'lules shCTRL i shERK5 (Figura 4.
15. A.). Aix0 ens va conduir a explorar si ERK5 podria estar regulant la via de salvament de
dNTP. El flux metabolic a través de la via de salvament és regulat per la timidina quinasa 1
(TK1), que fosforila la timidina i per la deoxicitidina quinasa (dCK) que fosforila la
deoxicitosina, deoxiadenosina i la deoxiguanosina. Per avaluar aquesta hipotesi, varem
incubar les linies shCTRL i shERK5 amb *H-timidina i en varem analitzar I’absorcié i
activitat de la TK1 en extractes cel-lulars (Figura 4. 15. B, C.). Tot i que si es va observar
una major absorci6 de timidina en les linies ShERKS5 en comparacié a les control, aixo no
era degut a un augment de l‘activitat de TK1. Varem analitzar 'expressié genica de dCK i
SAMHDT1 (responsable de la desfosforilacié i catabolisme de dNTP) i no es van observar

diferéncies entre els dos tipus cel-lulars (Figura 4. 15. D, E.).

2 per tal d'estudiar un possible efecte de la mutagénesi en les linies deficients per ERK5, ens
varem plantejar de dur a terme I'assaig de mutacid del gen HPRT. Per poder dur a terme aquest
assaig, és necessari que només hi hagi una copia del gen (situat al cromosoma X), degut a que
les nostres linies d'estudi deficients per a ERK5 presentaven una copia extra del gen a causa de
la tetraploidia, no es va poder dur a terme aquest estudi, motiu pel qual varem decidir dur a
terme un assaig de seqUenciacié de I'exoma en un model muri en busca de mutacions
puntuals, com es descriu en I'apartat final de resultats.
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Figura 4. 15. A. (Part superior) Western blot representatiu dels nivells de RNR2 en célfules shCTRL i
ShERK5 en creixement asincronic (punt A), després de 18 hores de fractament amb timidina (punt
0Oh) i a diferents temps després de I'alliberament del tractament amb timidina (punts 4h, 6h, 8h,
10h). (Part inferior) Andlisi luminomeétric dels nivells de RNR2 en les linies shCTRL i ShERKS als temps
indicats després de I'alliberament de 18 hores de tractament amb 2.5 mM timidina, n=3. B.
Absorcid de 3H-timidina per les cellules shCTRL i sShERKS, (n=3). C. Activitat de TK1 en les linies
shCTRL i shERK5 D. Quantficacié del mRNA de dCK en cultius asincronics de shCTRL i shERKS5
(shCTRL, n=10; shERKS5, n=10). E. Quantficacié del mRNA de SAMHDI1 en cultius asincronics de
SshCTRL i ShERKS (shCTRL, n=10; shERK5, n=10). En D i E, I'expressié de dCK i SAMHD1 ha sigut
normalitzada amb I'expressid del RNA de 18S.

La mort generada pel tractament amb timidina probablement es deu a la falta de nucleotids
durant la replicacié del DNA i el conseqiient col-lapse de les forquilles de replicacié .
D’acord amb aquesta hipotesi, la inhibici6 de CDK2 que porta a la disminucié de
activitat de replicacié del DNA, hauria de disminuir també el dany produit. Vam testar
aquesta hipotesi utilitzant I’ inhibidor de CDKSs roscovitina. Varem conduir un assaig on
varem afegir roscovitina, al tractament de 28h amb 2,5 mM timidina. En afegir aquest

inhibidor, es va reduir parcialment la mort en les linies shERKS5 ( Figura 4. 16.) sense anar

acompanyat, en aquest cas, d’una recuperacio6 dels nivells de ANTP.
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Figura 4. 16. Mort celdular en linies ShERK5 tfractades durant 28
hores amb 2,5 mM timidina i roscovitina a les concentracions
indicades, (n=3).

Tots aquests resultats indiquen que 'augment en el rati dTTP/dCTP en les linies shERKS5
és independent de Penzim TKI1, condueix a estrés de replicacid, dany en el DNA i

apoptosi.

4. La manca d’Erk5 in vivo altera I'eficiencia del desenvolupament eritropoétic
al moll de I'os

Els experiments amb les linies cel-lulars mostren que la disminucié dels nivells ’ERKS
actuen sinergicament amb la timidina en la disminuci6 dels nivells intracel-lulars de dCTP i
conseqiientment es genera una situacié d’estrés de replicacié. De manera natural els teixits
hematopoctics presenten una elevada concentracié de timidina, i degut a I’elevada taxa de
proliferaci6é de les cel'lules progenitores en aquests teixits, els mecanismes de proteccié i
reparaci6 del dany al DNA han d’estar altament regulats '®”". Aix{ doncs, varem establir la
hipotesi que ERKS5 podria estar implicat en el manteniment de I’estabilitat genomica en els
teixits hematopoctics. Per testar la nostra hipotesi, varem creuar ratolins amb el gen d’Erk5
flanquejat per regions LoxP amb ratolins expressant la recombinasa Cre sota I'accié del
promotor del gen ["ar, que només s’expressa en el llinatge hematopocetic des d’un estadi
molt primerenc en el desenvolupament '’. El sistema [a»-Cre proporciona una excisi6

eficient durant els estadis inicials del desenvolupament hematopoctic.
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L’excisié d’Erk5 en el llinatge hematopoctic va produir un augment en la mida de la melsa 1
en la cel'lularitat d’aquest organ en ratolins de 1-2 mesos d’edat, mentre que la cel-lularitat

del moll de I'os no es va veure afectada (Figura 4. 17.).
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Figura 4. 17. A. Western blot representatiu mostrant la presencia o abséncia d'Erk5 en el moll de
I'os (esquerra) o melsa (dreta) de ratolins Erk5™f o Erk5fvavCre*. B. Cel{ularitat al moll de I'os de
ratolins Erk51/f i Erk5"fvVavCre* (n >= 6). C. Cellularitat a la melsa de ratolins Erk51/f i
Erk5%fvVavCre* (n >= 9). D. Pes de la melsa normalitzat amb el pes del cos (n >= 7). E. Melses
representatives de ratolins Erk57/ i Erk5f/f\VavCre*.

Varem analitzar els precursors eritroides al moll de l'os 1 a la melsa. Entre aquests
precursors trobem els eritroblasts nucleats altament proliferatius EryA (ter1197, CD71",
FSC alt) i les poblacions que se’n deriven, Ery B (ter119", CD71", FSC baix) i Ery C.
Varem observar que els precursors del llinatge eritroide terl19” es trobaven sobre-
representats a la melsa dels ratolins Er&5""1avCre, indicant aixi un augment en la
eritropoesi extra-medul-lar. Quan varem analitzar el moll de I'os, varem observar que la
poblaci6 ter119" era inferior en els ratolins Er&5""1VavCre que en els ratolins control
(Figura 4. 18.). Aquests resultats indiquen que la manca I’ERKS5 altera negativament el
desenvolupament dels eritrocits al moll de I'os, promovent la migracié dels precursors a la
melsa que desenvolupara la funcié de teixit eritropoctic per a compensar la perdua

d’activitat en el moll de l'os (Figura 4. 18.).
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Figura 4. 18. A. Poblacié eritroide de la melsa. Dot plots representant la distribucié dels precursors
eritroides (EryA, B, C) en base a la distribucié del FS (Forward scatter) i els nivells de CD71 (part
superior dreta) en la poblacié Ter119+ (part superior esquerra). Percentatge de poblacid Ter119+
en la melsa de ratolins Erk5f/f i Erk5/fvavCre* (part inferior esquerra), i percentatge de les
subpoblacions Ter119+, EryA, B, C (part inferior dreta), (n>=8). B. Poblacié eritroide del moll de
I'os. Dot plots representant la distribucié dels precursors eritroides (EryA, B, C) en base a la
distribucié del FS i els nivells de CD71 (part superior dreta) en la poblacid Ter119+ (part superior
esquerra). Percentatge de poblacié Ter119+ en el moll de I'os de ratolins Erk5f/f i Erk5/fvavCre*
(part inferior esquerra), i percentatge de les subpoblacions Ter119+, EryA, B, C (part inferior
dreta), (n>=8).

A banda del llinatge eritroide, la distribucié al moll de I'os de les cel-lules B madures
(BZZOhigh/ IgM+) es veu alterada en els ratolins Er&5" " T avCre. En aquests ratolins trobem
un percentatge menor de cél-lules B madures al moll de I'os (Figura 4. 19. A, B.). Malgrat
aquestes diferéncies, la melsa dels ratolins Er&5""T/avCre i dels ratolins control presentaren
el mateix percentatge de limfocits B madurs (Figura 4. 19. C). L’analisi de precursors de

limfocits T al tim no va mostrar diferéncies entre els ratolins Erk5” T7avCre i els ratolins

control.
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Figura 4. 19. Distribucié del progenitors de limfocits B en el
moll de I'os i la melsa de ratolins Erk5/-VavCre i ratolins
control Erk5f/f. A. Poblacid de céllules positives per a B220 al
moll de I'os de ratolins Erk57/-VavCre (n=10) i ratolins control
Erk5f/f (n=7). B. (superior) Percentatge de céllules precursores
de limfocits B al moll de I'os de ratolins Erk57/-VavCre (n=10) i
ratolins control Erk5/f (n=7). (Inferior) Dot plots representant la
distribucié d’aquestes céllules en funcid dels nivells de B220 i
IgM C. Poblacié de céliules positives per a B220 a la melsa
de ratolins Erk5/-VavCre (n=10) iratolins control Erk5/fl (n=7).
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A continuacié, després d’observar aquestes alteracions en el desenvolupament dels
eritrocits i de limfocits B, varem voler investigar quin era el mecanisme responsable per a
aquestes anomalies 1 vam centrar el nostre estudi en el desenvolupament dels eritrocits.
Varem especular que aquest deficit en Ueritropoesi al moll de 'os podia venir donat per una
aturada en la progressio del cicle cel-lular dels precursors immadurs, per un augment en
I'apoptosi, 0 bé per una combinacié d’ambdoés fenomens. Es va analitzar el cicle cel-lular
en la poblaci6 cel'lular total tan de la melsa com del moll de I'os, aixi com el cicle cel‘lular
de les cel'lules Ter119+ d’ambdés teixits (Figura 4. 20.). A nivell de poblacié total, no es

van observar diferencies en el moll de l'os pero si es va detectar un augment de la
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proliferacié en la melsa dels ratolins Er&5" "1V avCre (Figura 4. 20. A, C.). En analitzar la
poblacié Ter119+, vam constatar que al moll de 'os la manca I’ERKS5 indufa una aturada
parcial del cicle cel'lular d’aquestes cel'lules, representat per un augment en la fraccié
cel'lular en G1 i una disminucié de les cel'lules en fase S, en comparacié amb la poblacié
Ter119+ del moll de los dels ratolins control (Figura 4. 20. B.). A la melsa, en canvi,
s’observava un increment de la poblacié total d’esplenocits en fase S tal i com es mostra
mitjangant la tincié amb IP. L’augment d’activitat de replicacié6 del DNA es va confirmar
per l'assaig d’incorporacié de BrdU (Figura 4. 20. C, E.). Curiosament, la replicacié del
DNA no es veia augmentada en la poblaci6 eritroide més immadura de la melsa Ter119+
(Figura 4. 20. D). Probablement 'augment d’ eritropoesi a la melsa es dona per un augment
del nombre de c¢l-lules immadures Ter119+ més que no pas per un augment en la velocitat

de replicacié d’aquesta poblacio.

Aquests resultats ens suggereixen que les poblacions precursores d’eritrocits no presenten
una alteracié intrinseca del cicle cel'lular sindé que la impossibilitat de desenvolupar-se
correctament en el moll de 'os condueix a I'aparicié d’eritropoesi extramedul‘lar a la melsa,
amb una migraci6 a la melsa i consequent expansié de cel-lules altament proliferatives en

aquest teixit.
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Figura 4. 20. A-D. Percentatge de céliules del moll de I'os (A). Ter119+ del moll de I'os (B), de la
melsa (C), Ter119+ de la melsa (D) a cada fase del cicle celular en ratolins Erk5"1VavCre i Erk51/fl
(n=8). E. (Part esquerra) Percentatge de celilules en la fase G2/M del cicle celdular. Poblacié
total (panel superior), poblacid Ter119+ (panel inferior). Valors representatius d'un experiment.

(Part dreta) Representacié de la mitjana de 3 experiments.

Després de 'analisi del cicle cel'lular, vam avaluar la viabilitat de les poblacions Ter119+

del moll de Tos en ratolins Er&5""1VavCre i ratolins control mitjancant la tincié amb

annexina V i IP i posterior analisi per citometria de flux (Figura 4. 20) i vam observar un

lleuger increment en 'apoptosi d’aquests precursors en I'absencia ’ERKS5. En conjunt,

aquestes dades indiquen que la disminucié de la poblacié Terl19+ en els ratolins

Erk5""/avCre ve donada per una aturada parcial en la proliferaci6 i per un augment en

I'apoptosi (Figura 4. 20. 1 4. 21.).

99




4 | RESULTATS

Erk5+/+ Erk5-/- 2
'y A el
x — 15 1
2 .
= O Annexin V
P 2 104 M Annexin V /P
o
a
< 57 *
N -r- 0 -
Annexin V Erk5+/+ Erk5-/-

Figura 4. 21. Andlisi d’apoptosi per tincié d’Annexina V i IP en ratolins Erk51/fVavCre i ratolins
Erk5%/f, (Esquerra) Experiment representatiu. (Dreta) Quantificacié de I'apoptosi, (n=2).

5. La manca d’ERK5 in vivo indueix una expansié del pool de dTTP i un augment
en la taxa de mutacié en la poblacié Ter119+ del moll de I'os

Els resultats obtinguts amb les linies cel'lulars ens mostren que la depleci6 I’ERK5
sensibilitza les cél'lules en front a la timidina i, seguint aquest raonament, vam qiestionat-
nos si les alteracions en el desenvolupament eritroide al moll de I'os podia ser degut a que
les cel'lules Terl119+ deficients per a ERK5 presentessin algun tipus d’alteracié en el
metabolisme de dNTP pel fet de trobar-se en un entorn ric en timidina. Per tal de testar
aquesta idea, vam procedir a mesurar la quantitat de dNTP en les cel'lules Ter119+ en
ratolins Erk5""VavCre i ratolins control. Es va detectar un augment significatiu de dTTP
intracel-lular aixi com una tendencia cap a I'increment de dCTP 1 dGTP (Figura 4. 22.). En
analitzar els nivells de ANTP en el teixit total (moll de I'os, melsa i tim), no es van observar
diferéncies (dades no mostrades), suggerint que lincrement de dTTP en els precursors

eritroides deficients per ERKS5 és especific per a la poblacié Ter119+.
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Figura 4. 22. Nivells infracel lulars de dTTP, dGTP i dCTP
en céllules Ter119+ del moll de I'os de ratolins
Erk5f/f\VavCre i ratolins Erk5%/f,  (n=3). La poblacié
Ter119+ es va purificar a partir de moll de I'os per cell
sorter. Els nivells de dATP no es van poder detectar
en aquestes mostres per falta de sensibilitat suficient.
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Canvis en la concentracié cel'lular de dNTP genera estrés proliferatiu 1 incrementa la taxa
de mutagenesi a causa d’'una disminuci6 en la fidelitat durant la sintesi del DNA. Un dels
mecanismes que expliquen I'augment de la mutagenesis induida per una alteracié en la
concentracié cellular de dANTP és la incorporacié del ANTP erroni per part de la DNA
polimerasa. Per tal de testar si un augment en la concentracié de timidina en els teixits
hematopoctics i el conseqiient augment de dTTP en la poblacié Ter119 podia induir un
augment en la taxa de mutagénesi en ratolins Erk5"”"avCre | varem separar cél-lules
TER119+ del moll de I'os de ratolins Erk5” Erk5" "V avCre i Erk5" VarCre i varem
sequenciar-ne 'exoma a la cerca de mutacions puntuals. Els resultats mostren que la taxa
de mutacions non-synonymouns en el ratoli knock-out és 11 vegades superior que en el ratoli

control (Figura 4. 23.) (Taula 4. 2.).

Table 1. Summary of the number and type of mutations identified in Erk5” VavCre compared to a heterozygote control Erk5™' VavCre mouse.

A. Total mutations identified

Type of mutation Erks ™/~ Erks+'~ Increased in Erks ™'~
Non-synonymous 1149 103 n

Exon 1135 102 il

Stop codon 9 1 9

Splicing 5 0 5

Synonymous 2398 144 17

Total 3547 247 14

B. Classification of mutated bases

Reference base Mouse Mutated base Total
A C G T

A Erks " - 97 659 96 852
Erks™'™ — 7 46 3 56

c Erks ™~ 107 - 116 649 872
Erks™'™ n — 13 39 63

G Erk5 ™'~ 772 106 - 137 1015
Erks*/~ 49 9 - 3 61

T Erks ™~ 85 626 97 - 808
Erks*/~ 13 46 8 - 67

Taula 4. 2. Resum del nombre i tipus de mutacions identificades en el ratoli Erk5"/fvVavCre en
comparacié amb el ratoli Erk5/+VavCre.

En dur a terme la classificacié de les bases mutades, vam observar que hi havia un elevat
desequilibti en les mutacions entre A, G, C, T. Les transicions CaT/TaCiAaG/GaA
tenien una major taxa que els altres tipus de substituci6é de base (Figura 4. 23. B.). Aquests
resultats ens indiquen que 'augment en els nivells de dTTP poden haver causat aquest

increment en la taxa de mutacio.
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Figura 4. 23. SeqUenciacié de I'exoma de céldules Ter119+ del moll de I'os d'un ratoli control
Erk5f+vavCre i un ratoli Erk5f/fvVavCre. A. Nombre i tipus de mutacions. B. Nombre (esquerra) i
percentatge (dreta) de Single Nucleotide Variation (SNV). (n=1)
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ERKS5 s’ha associat amb la progressié del cicle cel-lular sent indispensable per a la
proliferacié d’alguns tipus cel-lulars i dispensable per a uns altres *'**'*. Mentre que la
proliferacié en c¢l-lules Jurkat no es veu alterada per la disminucié dels nivells ’ERKS,
aquesta deficiéncia les torna sensibles a l'activacié de FAS, un inductor de 'apoptosi .
Draltra banda, la deleci6 induida d’ERK5 en MEFs promou laturada parcial de la
progressio en el cicle cel-lular d’aquestes cel-lules mitjancant la regulacié dels nivells de p21
i de Pactivitat de la proteina del retinoblastoma i de CDK2 ”’. A més a més, se sap que
ERKS5 es troba desregulada en varis tipus de tumor i també s’ha descrit que la seva sobre-
expressié en cancer correlaciona amb la resisténcia a agents quimio-terapéutics """, Sén
nombrosos els estudis que mostren com la inhibici6 d’aquesta quinasa pot tenir

TN . cr N 99,107,110,121
consequencies pOSlthCS en el tractament contra el cancer SRR Tot

1 que
majoritariament s’ha relacionat lactivitat ’ERK5 amb la supervivencia de les cel-lules en
front a condicions adverses, els resultats d’aquesta tesi demostren la implicacié6 de ERK5
en el manteniment de I’estabilitat genomica i el desenvolupament hematopoctic. La manca
d’ERKS no altera la proliferacié en condicions normals de cel-lules tumorals com les Jurkat
tal i com s’ha descrit préviament, pero les torna sensibles al desequilibri intracel-lular de
dNTP generat pel tractament amb timidina. Aquesta sensibilitzacié deguda a la deficiencia
d’ERKS5 es tradueix en una augment del dany al DNA i I'apoptosi tal i com es presenta a
Iapartat de resultats. A més a més, la majoria de linies transfectades amb el shERK5
presenten una major incidéncia en 'aparicié d’aneuploidia en comparacié amb les linies
shCTRL. A banda de transfectar cel'lules Jurkat, varem generar transfeccions estables de
shERKS5 1 shCTRL en les linies tumorals HL-60, Hut-78 i U-937. Totes quatre linies usades
en aquest estudi presenten una funcié de p53 compromesa, ja sigui per mutacidé o
inactivacio, 1 a més a més tan les Jurkat com les U-937 presenten una disfuncié en lactivitat
de PTEN. Se sap que les linies Jurkat presenten permissivitat per a I’acumulacié
d’alteracions en la seva ploidia, 1 la manca d’ERK5 indueix un increment en aquesta
susceptibilitat. De la mateixa manera, les cel'lules U-937 presenten alteracions en el
contingut genomic quan disminuim els nivells d’ERKS5, pero d’altra banda no varem

observar diferéncies en aquest aspecte quan vam analitzar les linies HL.-60 1 Hut-78.
ERKS5 regula els nivells de p53 a través de Pestabilitat de la unié de p53 amb MDM2 en

cél'lules MEF *. L.a manca ’BERK5 condueix a Pestabilitzacié dels nivells de p53, que al

seu torn tindra un efecte directe en la proliferacié de la cel-lula. Aixi doncs, la manca

107



5 | DISCUSSIO

d’ERKS5 condueix a I'aturada del cicle cel'lular en cél-lules amb p53 funcional, com han
descrit diferents grups. En aquest estudi, analitzem I'impacte de la manca d’ERKS5 en linies
que no presenten punts de control funcionals com p53 i PTEN i aprofundim en els efectes
de la manca ’ERKS5 en la linia leucemica Jurkat. La disfuncié de punts de control associats
amb la preservacié de lestabilitat genomica combinat amb la disminucié dels nivells

d’ERKS5 ve acompanyat d’un increment en la inestabilitat genomica.

El dany al DNA ¢és detectat per proteines que anomenem sensors, que transduiran el senyal
a una xarxa de senyalitzacié altament complexa que anomenem resposta del dany al DNA.
Durant aquest dany, la proteina supressora de tumors p53 juga un paper fonamental en el
destf de la cel'lula malmesa, i activara un programa transcripcional o un altre en funcié de si
s’indueix l'aturada al cicle cel'lular o bé 'apoptosi. Com en tots els processos de la biologia,
en el cas de la resposta al dany al DNA la c¢l-lula integrara els diferent senyals 1 el balang
entre ells tindra un o altre efecte. Aixi doncs en contraposicié al senyal de p53 d’aturada o
mort trobem la via de NFkB, que promoura la supervivencia cel-lular en condicions
d’estres. NFkB és el principal factor antiapoptotic en la resposta al dany al DNA, 1 el seu
rol és permetre la coordinacié entre la reparacié del dany al DNA juntament amb
Pactivacié dels punts de control i la supervivencia de la cél-lula '*. Aquesta resposta és
depenent d’ATM, mentre que les funcions de NF-kB relacionades amb la resposta
immunitaria sén independents d’aquesta proteina. Diferents treballs descriuen lactivacid
directa de NF-kB per part d’ERKD, 1 el seu paper en la progressié en el cicle cel-lular i la

conseqiient promocio de la proliferacié tumoral en cancer de colon 106,120,121,123

Curiosament, la disminuci6 dels nivells ’ERKS5 a la linia cel'lular Jurkat va comportar un
augment en els nivells basals de dATP i una disminuci6 del llindar de sensibilitat en front al
tractament amb timidina, incrementant el rati dTTP/dCTP amb un conseqiient augment al
dany al DNA i a I'apoptosi. Tot i que no es van detectar diferéncies en els nivells proteics
de RNR2, la subunitat limitant, podria ser que la regulacié al-losterica de Dactivitat del
complex estigués alterada en les linies shERKS5. La subunitat RNR1 presenta un lloc de
regulaci6 al‘lostérica on s’hi uneix dATP o bé ATP per tal d’inhibir o activar el complex,
respectivament *>'*, Un increment basal en els nivells de dATP podria mantenir el complex
RNR parcialment inhibit comprometent la seva capacitat de tamponar 'augment de dTTP
en el tractament amb timidina. Per tal d’aclarir aquest aspecte, seria interessant analitzar el

rati dJATP/ATP, aixi com 'activitat del complex RNR.
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A banda de la RNR, varem mesurar Pexpressiéo de 'enzim dCK aixi com lactivitat de
Ienzim TK i 'absorcié de timidina. Tot i que no vam observar diferencies en Pexpressio de
dCK, cal dir que 'expressié d’aquesta proteina es manté estable al llarg del cicle cel-lular i
podria ser que la manca I’ERKS5 tingués un impacte en la regulacié de la seva activitat. A
més a més, la inhibicié de Pactivitat quinasa d’ERKS5 sensibilitza les cél-lules de leucemia
mieloide al tractament amb Ara-C ', I’enzim limitant per al metabolisme de ’Ara-C és la
dCK, i la disminucié en Tactivitat d’aquest enzim correlaciona amb la resistencia de
cel'lules ’AML al tractament amb aquest farmac. De manera proporcionalment inversa,
una sobre activacié de dCK conduira a una I1C50 inferior d’Ara-C. Fa més d’una década,
quan encara no s’havia caracteritzat quina modificacié post-traduccional patia dCK, Smal i
col-laboradors van constatar que dos inhibidors de la via de les MAPK/ERK, PD-98059 i
U-0126, indueixen P’activitat de I'enzim dCK . Aquests inhibidors tenen com a diana,
entre d’altres, ERK5 i per tant és temptador preguntar-se si ERK5 pot estar regulant
indirectament l'activitat de dCK. D’altre banda la genisteina, que disminueix els nivells i
Pactivitat ’ERKS5, també potencia els efectes d’Ara-C. Ara-C és un analeg de pirimidina
que per tal d’activar-se correctament i patir lefecte desitjat a la cél'lula ha de ser
metabolitzat per, entre d’altres enzims, dCK. Aixi doncs, es podria especular que una
inhibicié I’ERKD5 1 un conseqient augment de I'activitat dCK explicarien un increment en
els efectes de ’Ara-C. De fet, els nivells d’activitat de dCK correlacionen directament amb
la sensibilitat a Ara-C. L’activitat de dCK pot ser regulada mitjancant la fosforilaci6 a la
serina 74. Aquesta fosforilacié indueix T'activitat de dCK implicant que aquest enzim
necessita lactivitat d’una quinasa per assolir la conformacié de maxima activitat. De
moment és el sol residu de fosforilacié que s’ha descrit, fet que ens condueix a pensar que

la possible regulacié de I'activitat de dCK per ERKS5 seria indirecta.

Per altre banda, en els resultats aqui presentats mostrem com la manca d’ERKS5 7 vivo
impedeix el correcte desenvolupament hematopoetic. Se sap que la manca de dCK té un
impacte negatiu en ’hematopoesi degut a un estrés replicador "°, podria ser que un augment
en la seva activitat també tingués conseqiiéncies negatives pel mateix motiu, ja que tant una
disminucié com una expansié en els nivells de ANTP tenen efectes deleteris a la cél'lula.
Recentment s’ha publicat un estudi on demostren que la inhibici6 ’ERKS5 sensibilitza la
linia cel'lular de cancer de colon HCT116 al tractament amb 5-FU, mitjancant un

1

mecanisme p53 depenent A Aquest estudi ens fa pensar que a banda de tenir una
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implicacié en el control del metabolisme de dANTP, ERKS5 juga un paper de superviveéncia

en situacions d’estres de replicacié dins de la via classica de p53.

Cal destacar que I’homoleg funcional ’ERKS en llevats, Slt2 o Mpk1, és necessari per a la
correcta regulacié de les subunitats del complex RNR en resposta al dany al DNA, és
necessari per a la resistencia a la deficiéncia de ANTP induida pel tractament amb HU i es
transloca al nucli quan les cel-lules son tractades amb metil metasulfonat, un agent alquilant
del DNA'. Aquestes dades indiquen una relacié entre la funcié de SIt2 en llevat i ERK5
en mamifer. Malgrat aquestes evidencies, nosaltres no hem observat cap alteracié en
Iexpressié de RNR en absencia I’ERKS, pero no es pot descartar una regulacié en la seva
activitat. El complex de la RNR és clau per al metabolisme de dNTP 1 esta conservat al
llarg de P'evolucid, perd tot i aixi els seus mecanismes de regulacié varien entre especies.
Aixo ens indica que podria ser que la relacié6 entre aquestes dues proteines estigui
conservada pero que ERKS reguli RNR en mamifers mitjancant altres vies diferents de la

regulaci6 de la transcripcié o Iestabilitat proteica.

En llevats, Slt2 forma part de la via de senyalitzacié que controla la integritat de la paret
cel'lular, on és directament activada per PKC '*'. Recentment s’ha descrit que PKC activa
els punts de control cel-lulars en front al dany al DNA, i en abséncia de PKC les cél lules
no poden activar Rad53 '*) perd I'abséncia de Slt2 no compromet lactivacié de rad53
indicant que Slt2 és dispensable per a I'activacié dels punts de control del dany al DNA tot
1 que la seva absencia sensibilitzi a les cel-lules a dit dany. En conjunt, tots aquests resultats
suggereixen un paper d’ERKS5 en condicions d’estrés genotoxic, que estaria conservat al

llarg de 'evolucio.

La preservacié de Pequilibri de dNTP a les cel'lules és necessari per a impedir Pestrés de
replicaci6 i la inestabilitat genomica. Els poo/s de INTP es generen mitjancant dues vies, la
via de novo 1 la via de salvament. La via de salvament durant el desenvolupament dels
limfocits B 1 T, aixi com durant el desenvolupament eritropoictic és essencial per a
mantenir 'equilibri de la concentracié intracel-lular de dNTP i evitar una situacié d’estres
replicador a les poblacions progenitores altament proliferatives. Els resultats presentats en
aquest estudi mostren que en absencia d’ERKS5, les cél-lules progenitores del llinatge
eritroide presenten un increment en els nivells intracel-lulars de dTTP, que s’associen a un
augment en la taxa de mutaci6 i un defecte en la eritropoesi organ-dependent al moll de

I'os amb eritropoesi extra-medul‘lar a la melsa.
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Observem un paral-lelisme entre els resultats in vitro amb les Jurkat shErk5 tractades amb
timidina, que augmenten la rati dTTP/dCTP en relacié a les Jurkat control, i els valors de
dTTP in vivo en progenitors eritroides. A més a més, la manca d’ERKS5 a les linies Jurkat
incrementa la incidéncia de tetraploidia, una altra forma d’inestabilitat genomica. Les linies
cel'lulars en que es va disminuir els nivells I’ERKS5 son linies p53 i/o PTEN negatives i,
per tant, sén permissives per a 'acumulacié d’aberracions genomiques com la poliploidia.
El dany al DNA pot conduir a P'aparicié d’inestabilitat cromosomica i se sap que 'absencia
de PTEN indueix inestabilitat genomica mitjangant alteracions en la fase S i en la fase M '~
. Aixi doncs l'alteracié en Pequilibri de les reserves de dN'TP a les linies shERK5 podria

ser la responsable de 'aparicié de inestabilitat cromosomica a les linies cel-lulars.

Cal remarcar que de mitjana, el moll de 'os conté el doble de timidina que la melsa . T en
absencia de ERKS5, I'augment de timidina en el microentorn del moll de I'os porta a un
augment dels valors intracel-lulars de dTTP en els progenitors eritroides, el que podria
generar estrés de replicacio 1 aquestes poblacions es podrien veure forgades a migrar cap a
organs més permissius com la melsa. A banda dels precursors d’eritrocits, el
desenvolupament dels limfocits B també esta alterat al moll de 'os dels ratolins deficients
per ERKS5. Varem observar que la poblacié més madura de limfocits B al moll de T'os
estava sots-representada en els ratolins ERK5 KO. Al mateix temps que es publicava el
nostre estudi es va publicar un article en el que es veia el mateix fenomen en el

desenvolupament B, recolzant aixi els resultats aquf presentats %,

Jacque i collaboradors demostren que ERKS5 és necessari per a la induccié de Pexpressio
de Mcl-1, un factor anti-apoptotic de la familia BCL2. Altres estudis relacionen Mcl-1 amb
la resposta al dany al DNA, especificament Mcl-1 és necessaria per a la activacio inicial de
Chk-1 ", suggerint aix{ que tot i que la manca d’ERKS5 no impedeix P'activacié de Chk-1 en
les linies cel-lulars Jurkat, podria ser que aquesta es tingui lloc de manera retardada, tornant
el dany al DNA causat per el tractament amb timidina irreversible. Mcl-1 també promou la
resistencia de c¢l-lules de cancer de mama en front a quimioterapia, per la via d’activacié

del EGFR "',

A continuacié de Pestudi presentat en aquesta tesi, en el nostre laboratori es van dur a
terme un analisi de ratolins deficients per a ERKS5 en el llinatge hematopoctic i deficients

per a ATM. Els ratolins ATM KO desenvolupen limfomes timics de manera espontania i
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moren als pocs mesos de vida. No s’ha descrit que els ratolins deficients per a ERK5 en el
llinatge hematopoetic presentin cap tipus de generacié espontania de tumors. Curiosament,
la combinacié d’ambdues deficiéncies té un efecte protector, retardant I'aparicié de
limfomes timics i la consequient mort dels animals. Aquests resultats recents concorden
amb els resultats presentats on les cel-lules tumorals presenten una susceptibilitat en front
de I'estres replicador en absencia d’ERKS. Cal recordar que el tim, moll de 'os i ganglis séon
els organs que presenten els nivells de timidina més elevats de 'organisme en ratoli, i que a
més a més la poblacié de timocits doble negatius presenta una elevada taxa de divisi6. Tot 1
que no es van detectar diferéncies en la concentracié de dTTP en el teixit total de tim de
ratolins control 1 ratolins deficients per ERKS5, diferéncies en les poblacions proliferatives
de timocits doble negatius podrien estar emmascarades per la poblacié majoritaria de vora
el 90% del total del tim dels timocits doble positius, que no presenten activitat proliferativa.
Seria interessant poder analitzar la concentracié intracel-lular de dTTP a les poblacions

doble negatives.

Com s’ha discutit anteriorment, ERK5 ha sigut presentat en diversos estudis com a una
potencial diana terapeutica en co-tractament amb terapia amb analegs de bases nucleiques.
Si afegim els resultats d’aquesta tesi en aquest marc argumental, seria interessant plantejar la
hipotesi de que les cel'lules dels limfomes que es desenvolupen al ratoli doble KO estiguin
patint un fenomen similar al de les cel'lules Jurkat shERKS5 tractades amb timidina, fet que
concordaria amb el retard en Paparicié dels limfomes en els doble KO comparat amb els
ATM KO. Seria molt interessant fer un analisi de P'estat d’altres proteines implicades en la
resposta al dany al DNA, sobretot de p53, ja que els seus nivells sén una diana directa
d’ERKS5, 1 un augment en Destabilitat de p53 també podria explicar I'aparici6é tardana de
tumors. A més a més, els ratolins ATM KO presenten un increment en la sensibilitat front
a la radiacié amb rajos gamma 1 aixo es deu a una incapacitat de fosforilar la histona H2AX
de manera eficient. Els nous resultats del laboratori mostren com I’abséncia I’ERK5
recupera la senyalitzacié a I'efecte de la radiaci6 en timocits sense ATM mitjancant la
fosforilaci6 ’H2AX I'aturada parcial del cicle cel-lular i 'apoptosi. ’any 2014 Bunimovich
1 collaboradors van publicar un article on demostraven el rol d’ATM en la fosforilacié de
dCK i el paper d’aquesta tltima en la resposta a la irradiacié. En el moment de la irradiacio,
Pactivitat de dCK augmenta i promou la reparacié del dany causat al DNA % A més a
més, dos anys abans Yang i col'laboradors van descriure un paper de dCK en front a

irradacié que tenia lloc de manera independent a la ruta metabolica de dNTP. Van
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demostrar que dCK interacciona amb CDKI1 i promou la seva inhibicié, impedint aix{ el
pas G2/M . Aquesta dada és particularment interessant, donat que ERK5 juga un paper
important en la transici6 G2/M d’alguns tipus cel'lulars, sent directament activada per
CDKI1 ', En els timocits irradiats de ratolins ATM, el punt de control G2/M s’abroga,
mentre que quan es combina I'absencia I’ATM amb I'absencia ’ERKS es re-estableix
parcialment aquest punt de control, desvelant la importancia d’ERKS5 en la resposta al dany

al DNA per irradiacio.

Cal afegir que Queralt i col-laboradors van descriure una interaccié genctica entre Slt2 i

7. A més

Rad9, una proteina essencial en la resposta al dany al DNA per radiaci6 ionitzant
a més, ATM esta implicada en el desenvolupament hematopoctic, fet que ens suggereix que
un analisi d’aquesta poblacié en el ratoli doble KO per a ERK5 i ATM possiblement
desvelaria diferéncies en relacié al ratoli que només és KO per ATM. Recentment també

P 134135

s’ha descrit un paper d’ATM en la regulacié del metabolisme de dANT

La inestabilitat genomica forma part de les caracteristiques tumorals principals i els camins
que hi condueixen han estat extensament i profundament estudiats. De la mateixa manera
que la transformacié maligna pot venir donada per un increment en la inestabilitat
genomica, també pot ser el talé d’Aquil'les de les cel-lules tumorals, ja que aquestes
desenvolupen una serie d’estrategies per tal de conviure-hi que si son alterades provocaran
la mort cel'lular. Aixi doncs, se sumen esfor¢os per tal de poder desenvolupar farmacs que
actuin contra els mecanismes que protegeixen les cél'lules tumorals de la mort. Els resultats
presentats aqui situen ERK5 com una proteina implicada en el control del contingut
intracel-lular de dNTP i conjuntament amb altres evidencies en la bibliografia recolzen la

idea de tenir en compte ERK5 com a potencial diana terapeutica.
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CONCLUSIONS

I — ERK5 protegeix la linia tumoral Jurkat en front a la inestabilitat genomica i als
desequilibris de ANTP

1 — La disminucié dels nivells ’ERKS5 promou inestabilitat genomica en les linies
cel'lulars Jurkat i U-937.

2 — La disminuci6 dels nivells ’ERKS5 en cel-lules Jurkat les sensibilitza al tractament amb
timidina mitjangant la disminuci6 dels nivells intracel-lulars de dCTP.

II — ERKS5 participa en el desenvolupament hematopoetic mitjancant la regulacié dels
nivells intracel‘lulars de INTP

1 — I’abséncia I’ERKS5 en ratoli compromet el desenvolupament dels precursors de
limfocit B al moll de T'os.

2 — Els ratolins Er&5"" avCre presenten defectes en el desenvolupament eritroide al moll
de los.

3 — Els ratolins Er&5""V avCre presenten esplenomegalia lleugera causada per un increment
en Peritropoesi extramedul-lar a la melsa.

4 — Els precursors eritroides dels ratolins Er&5""I/avCre presenten un increment en el
nombre de mutacions no-sinonimes de 11 vegades en comparaci6 als ratolins control.
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Erk5 contributes to maintaining the balance of
cellular nucleotide levels and erythropoiesis

Maria Angulo-lbanez’, Xavier Rovira-Clavé', Alba Granados-Jaén', Bradley Downs?, Yeong C Kim?, San Ming Wang?,
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Keywords: dNTP metabolism, erythropoiesis, erythroid development, replication stress, thymidine

Abbreviations: BrdU, bromo-2-deoxyuridine; DAPI, 4’,6-Diamidino-2-phenylindole; dNTP, deoxyribonucleotide triphosphate;
dATP, deoxyadenosine triphosphate; dCTP, deoxycytidine triphosphate; dGTP, deoxyguanosine triphosphate; dT'TP, thymidine tri-
phosphate; HU, hydroxyurea; PBS, phosphate-buffered saline; PI, propidium iodide; RNR, ribonucleotide reductase; shRNA, small

hairpin RNA; TK1, thymidine kinase; UTP, uridine triphosphate

An adequate supply of nucleotides is essential for accurate DNA replication, and inappropriate deoxyribonucleotide
triphosphate (dNTP) concentrations can lead to replication stress, a common source of DNA damage, genomic
instability and tumourigenesis. Here, we provide evidence that Erk5 is necessary for correct nucleotide supply during
erythroid development. Mice with Erk5 knockout in the haematopoietic lineage showed impaired erythroid
development in bone marrow, accompanied by altered dNTP levels and increased DNA mutagenesis in erythroid
progenitors as detected by exome sequencing. Moreover, Erk5-depleted leukemic Jurkat cells presented a marked
sensitivity to thymidine-induced S phase stalling, as evidenced by increased H2AX phosphorylation and apoptosis. The
increase in thymidine sensitivity correlated with a higher dTTP/dCTP ratio. These results indicate that Erk5 is necessary
to maintain the balance of nucleotide levels, thus preventing dNTP misincorporation and DNA damage in proliferative

erythroid progenitors and leukemic Jurkat T cells.

Introduction

Erk5 is a member of the mammalian mitogen-activated pro-
tein kinase family with a kinase domain that shares 52% of iden-
tity with the kinase domain of ERK1/2, but possessing a unique
C-terminal domain with transcriptional activity." Deletion of
Erk5 in mice leads to defective vascular and cardiac development
and embryonic lethality.>>* Erk5 controls the expression of
genes  that cardiovascular

regulate  angiogenesis  and

development.”

Erk5 is required for proliferation of epithelial cells in response
to epidermal growth factor,® but cells like T lymphocytes have
the capacity to proliferate independently of Erk5.” During mito-
sis, Erk5 is phosphorylated in a cdk-dependent manner and
translocates to the nuclei.>” Mek5/Erk5 pathway activity corre-
lates with metastatic potential of prostate'® and renal tumor
cells."" Erk5 is necessary for proliferation of breast carcinoma
cells,'>'? where it contributes to G1/S transition by inhibiting
the p21 and p27 cdk inhibitors.'* The tumourigenicity of Erk5

has been related to its capacity to interact with promyelocytic leu-
kemia protein and inhibit its tumor suppressor activity.'”> By

blocking the interaction of promyelocytic leukemia protein and
MDM2 Erk5 allows the inhibition of tumor suppressor p53 by
MDM2.'¢

In the cell, nucleotide metabolism is controlled by 2 pathways:
the de novo and salvage pathways. Fuelled by extracellular deoxy-
nucleosides imported into the cell,'” the salvage pathway is
necessary for proper haematopoietic development.'®'? Haemato-
poietic tissues contain high thymidine levels, which increases the
cellular dTTP levels produced by the salvage pathway.'” A high
dTTP concentration prevents UTP incorporation into DNA and
replication stress in erythroid and lymphoid lineages.'®"'” Altera-
tions in the activity of enzymes metabolising nucleotides can lead
to mutagenesis and tumourigenesis /7 vitro and in vivo’®>* and
produce developmental defects in lymphoid and erythroid line-
ages,'®?? underscoring the importance of nucleotide metabolism
for proper haematopoietic development.

In this study, we uncovered important alterations in the nucle-
otide metabolism of Erk5-deficient cells, which were associated to
impaired erythropoiesis in mice and to hypersensitivity of leuke-
mic Jurkat cells to exogenous thymidine as evidenced by DNA
damage and apoptosis.
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shCtrl ShETKS ShETKS + Erk5 fluorometric evaluation of the
= . cell cycle. The PI profiles showed
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80 were polyploid (Fig. 1C, cells
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4o W shErkS for further details). Surprisingly,
O shErks exposure to thymidine was asso-
+Erk5 ciated with increased cell death

o | in Erk5-depleted cells, as evi-
Untreated  Thymidine denced by the increased fraction

of cells with less than 2N DNA
content (Fig. 1C, subG1 popula-

60 4 O shCtrl
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% live cells

20

Thymidine

Annexin V

E tion) and annexin V binding
ShErk5 (apoptotic and dead cells)

shCtrl  shErk5 + Erk5 (Fig. 1D).
—~a Because this finding was
unexpected, we further explored
the role of Erk5 knockdown in
increasing susceptibility to thy-

Gapdh Erk5

midine. To prove that this was
- - - — : : not an off-target effect of the
Figure 1. Erk5 d.epletlon sensitizes Jurkat cells. to thy.mld!ne. (A) Western blot of Erk5 |.n reprfesentatlve sth‘rI shRNA used, Erk5 levels were
and shErk5 cell lines. The blot was reprobed with anti-actin as loading control and the intensity of the protein . X
bands was quantified using quantitative luminescence. (Right) The analysis was repeated with 10 different reconstituted in  shErk5 cells
shErk5 cell lines and 9 different shCtrl cell lines, and the ratio Erk5:actin & s.d. is shown, *p<0.05. (B) Erk5 (Fig- 1E), and the sensitivity to
mRNA expression as analyzed by reverse transcription and real-time PCR. Erk5:18S values were calculated and thymidine was partially reverted
normalized to shCtrl, which was given an arbitrary value of 1.0. The analysis was repeated with 10 shErk5 and (Fig. 1D). To ascertain whether
9 shCtrl cell lines, and the mean =+ s.d. is presented, ***p<0.001. (C) Representative cell cycle profiles of shCtrl
and shErk5 cells in asynchronous culture as well as after 18 h, 24 h and 28 h treatment with 2.5 mM thymi-
dine, as analyzed by PI staining and flow cytometry. (Right) Quantification of the subG1 fraction in each condi-
tion, n=6, **p<0.01. (D) Annexin V/DAPI analysis of cells after 18h treatment with 1.5 mM thymidine. (Right) incubated the cells with 2 addi-
Quantification of viability of shCtrl, ShERK5 and shErk5+shErk5 cells n=3, *p<0.05 for live cells. (E) Western tional transcriptional inhibitors.
blot of Erk5 in cell lines shCtrl, shErk5 and shErk5 transfected with Erk5. The blot was reprobed with anti-Gapdh Aphidicolin did preferentially
as loading control. (A-B) Unpaired Student'’s t-test, (C-D) Paired Student’s t-test.

hypersensitivity to thymidine
was due to replication stalling we

target shErk5 cells for apoptosis,
but the effect was subtle
(Fig. 2A). In contrast to thymi-
dine, treatment with
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ative of difficulty in repairing the exten-
sive DNA damage (Fig. 2B). Moreover,
a considerable fraction of shErk5 cells,
but not control cells, were committed to
death after release from thymidine
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H2AX only in shErk5 cells (Fig. 3B).

. . 2N
These results indicate that Erk5- 4N

2N 4N 8N

depleted Jurkat cells are specifically

sensitized to thymidine as evidenced
by cumulative DNA damage and
apoptosis.

Depletion of Erk5 is synergistic
with thymidine in decreasing
intracellular levels of dCTP

The strong sensitivity of Erk5-
depleted cells to thymidine prompted us

Figure 2. Thymidine increases DNA damage in Erk5-depleted Jurkat cells. (A) Viability of cells after
18 h treatment with 5 ng/mL aphidicolin or 2 mM HU. (Left) Annexin V/DAPI analysis of cells treated
with aphidicolin or HU. The numbers inside the plot indicate the percentage of annexin V-positive
cells in this particular experiment. (Right) Quantification of apoptosis, n=3, *p<0.05. (B) Representa-
tive western blot showing phospho-H2AX (p-H2AX) in shCtrl and shErk5 cell lines at the indicated
times after release from an 18 h thymidine block. Histone 3 was used as loading control. (Right) Densi-
tometric analysis of the protein gel blot, the ratio phospho-H2AX:H3 + s.d. is shown, n=3. (C) Repre-
sentative cell cycle profiles after 0 h, 8 h, 16 h or 24 h release from 18 h thymidine block, as analyzed
by PI staining and flow cytometry. (Right) Quantification of subG1 fraction after release from thymi-
dine block, n=6. A pool of 2 shCtrl or 2 shErk5 cell lines was used in these experiments (A-C). Paired
Student’s t-test, *p<0.05 **p<0.01.

to analyze dNTP concentration under
the various treatments. Exposure of cells to thymidine leads to
increased intracellular dTTP that allosterically inhibits the pro-
duction of deoxycytidine diphosphate (dCDP) by RNR."” Since
dCDP is the direct precursor of dCTP, the resulting starvation of
dCTP slows DNA replication and activates the intra S phase
checkpoint.”®

dNTP levels in shErk5 and control cells cultured under nor-
mal conditions were similar, with the exception of the dATP
pool, which showed a higher basal level in shErk5 cells (Fig 3C).
Incubation of cells with thymidine increased dTTP levels in both
shErk5 and control cells (Fig. 3D) (the absolute dNTPs values of
a similar group of experiments are shown in supplementary mate-
rial SIA). However, dCTP levels in thymidine-treated shErk5
cells decreased to ~1/7 of untreated cells, whereas dCTP levels in
control shCrl cells were ~1/3 of untreated cells (Fig. 3D, supple-
mentary material S1A). The dTTP/dCTP ratio in thymidine-
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treated shErk5 cells increased more than tenfold above control
cell values (Fig. 3E, supplementary material S1B). Similarly,
when cells were exposed to 0.1 mM thymidine, a subtoxic con-
centration, decreased dCTP levels and an increased dTTP/dCTP
ratio were observed in Erk5-depleted cells but not in control cells
(Fig. 4A, B).

The decrease in proliferation observed when cells were incu-
bated with 0.1 mM thymidine (Fig. 3A) could be reversed by
addition of deoxynucleosides to the cell culture in shCul and
shErk5+Erk5 cells, but only partially in shErk5 cells (Fig. 3A),
suggesting that shERKS5 cells have a difficulty in processing exoge-
nous deoxynucleosides. Reconstitution of Erk5 in shErk5 cells
improved their proliferation in presence of 0.1 mM thymidine
(supplementrary Fig. S1C).

The DNA damage produced by inhibition of DNA replica-
tion triggers the phosphorylation and activation of Chk1.%® We
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Figure 3. shErk5 cells are more sensitive to a low thymidine concentration. (A) Proliferation of shCtrl,
shErk5 and shErk5+Erk5 cells cultured in medium containing 100 wM thymidine £+ 1 wM deoxynucleo-
sides (N). Cells were seeded at a concentration of 0.2-10%/mL and counted at 24 h, 48 h and 72 h, n=3. (B)
Representative western blot showing phospho-H2AX levels in shCtrl and shErk5 lines after 24 h incubation
with 100 M thymidine. (Bottom) Quantification of the phospho-H2AX levels, mean +s.d., n=3. (C) dNTP
levels in normally growing shCtrl and shErk5 cells, mean +s .d., n=3. (D) Thymidine strongly decreases
dCTP in shErk5 cells. dNTP levels in shCtrl and shErk5 cells after 18 h treatment with thymidine, aphidicolin
or HU. All values are normalized to the asynchronous control condition which has been given an arbitrary
value of 1.0 (dotted gray line), n=>5. (E) dTTP:dCTP ratio after 18 h treatment with thymidine, aphidicolin or
HU, n=5. (F) Representative protein gel blots showing phospho-Chk1 and phosphor-H2AX levels in shCtrl,
shErk5 and shErk5+Erk5 lines after 18 h incubation with thymidine and deoxynucleosides as indicated.
The blots were reprobed with Chk1 or GAPDH for loading control. (Bottom) Quantification of the phos-
phor-H2AX levels, mean =+s.d., n=3, unpaired Student’s t-test, * p<0.05 referred to the control sample
shCtrl + 100 wM thymidine + deoxynucleosides (basal phosphorylation of H2AX). One each shCtrl, shErk5
and shErk5+Erk5 cell lines were used in experiments (A, F). Pools of 2 shCtrl or 2 shErk5 cell lines were
used in experiments (B, C, D, E). (A-E) Paired Student’s t-test, *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.
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analyzed the ATR-dependent Chkl
phosphorylation ~ at  Ser-317.
Although both cell types, shCtrl and
shErk5, showed an increase of Chkl
phosphorylation after incubation
with thymidine, the increase was
stronger in the latter (Fig. 3F).
These results show the genomic
stress produced by the arrest of rep-
lication with thymidine.

Given that p21V*/CPl 4nd
Chkl1 prevent apoptosis during rep-
lication stress by thymidine,” we
next determined whether the
increased death response of shErk5
cells to thymidine was due to
absence of p21. We measured p21
RNA expression levels by real-time
quantitative reverse transcriptase
PCR because the regulation of
expression of p21 (Cdknla) is prin-
cipally transcriptional.28 The
increased death response of shErk5
cells to thymidine was not due to
absence of p21waﬂ/Cipl (supple-
mentary material Fig. S2A) or Chk1
(Fig. 3F, supplementary material
Fig. S2B).

During DNA replication, the
presence of nucleotide imbalance
leads to misincorporation, DNA
damage and chromosomal instabil-
ity.29 Of note, there was an increase
in DNA damage (H2AX phosphor-
ylation) in Erk5-depleted cells incu-
bated with thymidine (Figs. 2, 3).
In line with a role for nucleotide
imbalance as the origin of DNA
damage and cell death in thymi-
dine-treated shErk5 cells, the addi-
tion of nucleosides decreased the
phosphorylation of H2AX and
Chk1 (Fig. 3F), partially restored
dCTP values (Fig. 4C, D) and par-
tially restored cell viability (Fig. 4E).

Thus, Erk5 downregulation in
Jurkat cells increased thymidine-
mediated inhibition of dCTP pro-
duction, resulting in severe dCTP
depletion, DNA damage and apo-
ptosis. Additionally, whereas inhibi-
tion of RNR with HU decreased
dGTP levels in control cells, it did
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not do so in Erk5-depleted cells A

(Fig. 3D). The lesser inhibitory dATP
effect of HU on the dGTP pool
in shErk5 cells as compared to
control cells, and the larger
decrease in dCTP in thymidine-
treated shErk5 cells, indicate that shCtrl  shErk5
dNTP metabolism is altered in
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Activity of the salvage
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bolic flux through the salvage
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and deoxyguanosine.'”**?!"  To

test whether thymidine salvaging
is increased in Erk5-depleted cells,
we incubated cells with [3H]—thy—
midine and analyzed cellular
uptake and TK activity in cell
extracts. Although [3H]—thymi—
dine uptake by shErk5 cells was
slightly higher, TK activity in

shErk5 and control cells was simi-

Figure 4. Low thymidine concentration decreased dCTP levels in shErk5 cells. (A) dNTP levels in shCtrl and
shErk5 cells after 24 h treatment with 100 wM thymidine. All values are normalized to the asynchronous con-
trol condition which has been given an arbitrary value of 1.0 (dotted gray line), n=4. (B) dTTP:dCTP ratio after
18 h treatment with thymidine, n=4. (C) The addition of 1 wM deoxynucleosides (N: dA + dC + dG) rescues
dCTP levels and decreases subG1 fraction in shERK5 cells. dNTP levels in shCtrl and shERK5 cells after 18 h
treatment with 2.5 mM thymidine with or without the addition of deoxynucleosides. All values are normal-
ized to the asynchronous control condition, which has been given an arbitrary value of 1.0 (dotted gray line),
n=4. (D) dTTP:dCTP ratio after 18 h treatment with thymidine or thymidine 4+ deoxynucleosides. (E) Cell via-
bility after 18 h treatment with thymidine or thymidine + deoxynucleosides, n=3. Pools of 2 shCtrl or 2
shERKS5 cell lines were used in experiments (A-D). One shCtrl and one shERK5 cell lines were used in experi-
ments (E). Student’s t-test *p<0.05.

lar  (supplementary = material
Fig. S2D,E). Moreover, no
changes in deoxycytidine kinase 1
mRNA expression were observed in Erk5-depleted cells (supple-
mentary material Fig. S2F). In addition, catabolism of dNTP by
Samhd1 did not seem to be responsible for the observed differen-
ces (supplementary material Fig. S2G). These results indicate
that the increase in the dTTP/dCTP ratio in shErk5 cells is inde-

pendent of TK1, suggesting that other metabolic enzymes must
be implicated.

Erk5 downregulation increases aneuploidy in Jurkat cells

The increased aneuploidy in Erk5-depleted cells (Fig. 1C) was
investigated further. We observed that 16 out of 20 shErk5 cell
lines generated in 2 independent transfections contained a higher
percentage of polyploid cells (>4 n) than Jurkat lines expressing
a scrambled shRNA (supplementary material Fig. S3A, B),
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supporting the notion that aneuploidy is promoted in Jurkat cells
as a consequence of Erk5 downregulation.

Absence of PTEN or p53 in cells leads to genomic instability
and polyploidisation.>*>* Jurkat cells lack p53 and PTEN func-

tion’35,36

and hence they are permissive for chromosomal altera-
tions and the generation of aneuploidy. Erk5 was then
downregulated in 3 additional p53-negative cell lines: U937,
HL-60 and Hut-78.%”® When the stable tetraploid and PTEN-
negative U937 cells® were transfected with shErkS5, a cell popula-
tion with lower DNA content was observed (supplementary
material Fig. S4). Erk5 downregulation in Hut-78 and HL-60
cells, which express PTEN,*”%® did not substantially modify the
DNA content, though tetraploidy (or cells in the G2 phase)
increased slightly in the former (supplementary material Fig. $4).
These results support a role for Erk5 absence in accelerating the
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Figure 5. Ineffective erythropoiesis in mice with Erk5-deficiency in haematopoietic cells. (A) Representative western blot showing the absence of Erk5
protein in a total lysate of bone marrow cells (left) and splenocytes (right) from an Erk5™% mouse and an Erk57VavCre mouse. (B-C) Cellularity in bone
marrow (n>6) (B) and spleen (n>9) (C) of Erk5"" and Erk5”"VavCre mice. (D) Splenic weight normalized to body weight (n>7 ). (E) Representative
spleens of Erk5™ and Erk57"VavCre mice. (F) Splenic erythroid population. Dot plots representing erythroid precursor distribution (EryA, EryB, EryC) based
on forward scatter (FSC) and CD71 expression (top right) in the ter119 positive population (top left). Percentage of ter119" population in Erk5"™ and
Erk5”VavCre bone marrow (bottom left), and percentage of ter119" subpopulations EryA, EryB, EryC (bottom right), n>8 . (G) Bone marrow erythroid
population. Dot plots representing erythroid precursor distribution (EryA, EryB, EryC) based on FSC and CD71 expression (top right) in the ter119" popu-
lation (top left). Percentage of ter119* population in Erk5" and Erk57VavCre bone marrow (bottom left), and percentage of ter119™ subpopulations
EryA, EryB, EryC (bottom right), n>8 . Paired Student's t-test, *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.

chromosomal instability and aneuploidy brought about by

absence of p53 and PTEN.

Mice with Erk5-deficient haematopoietic cells show
ineffective erythropoiesis

Cell line experiments showed that downregulation of Erk5
synergised with thymidine in decreasing dCTP and generating
replication stress. It is therefore conceivable that the elevated thy-
midine concentration naturally occurring in haematopoietic tis-
sues'’ could produce conditions for replication stress if Erk5 is

absent. To test this notion, we bred loxP-flanked E7£5 mice

www.tandfonline.com

(Erk5"™ mice) with Vav-Cre—transgenic mice to generate an ani-
mal model with excision of Erk5 in the haematopoietic lineage
(here called Erk5" VavCre) (Fig. 5A). The Vav-Cre transgene
provides efficient excision during an early stage of haematopoietic
development when many cell lineage precursors are actively
proliferating.7’41

Haematopoietic excision of Erk5 resulted in enlarged spleen
and increased spleen cellularity in mice aged 1-2 months old,
whereas bone marrow cellularity was unaltered (Fig. 5B, C, D, E).
The erythroid lineage precursors were enlarged in the spleen of
Erk5" VavCre mice (Fig. 5F), including the highly proliferative
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nucleated erythroblast cells EryA (ter119%, CD717, FSC high) was a bone marrow-specific condition of Erk5" VavCre mice.
and their lineage descendants EryB (ter119%, CD71", FSC A small increase in apoptosis levels of bone marrow ter119™
low),* indicative of increased extramedullary erythropoiesis. In  cells was detected in Erk5” VavCre mice (Fig. 7F).

contrast, the erythroid ter119™ population in Er£5" VavCre bone In spleen of Erk5' VavCre mice, the amount of cycling
marrow was decreased, including EryA, EryB and EryC progeni-  cells was significantly higher than in control mice as evi-
tor cells (Fig. 5G). These results indicate that Erk5-depletion  denced by cell cycle profile analysis with PI (Fig. 7C) and by
impairs erythroid development and causes ineffective erythropoie-  in vivo BrdU incorporation (Fig. 7E). This contrasts with no

sis in bone marrow, promoting erythropoiesis in the spleen. increase of S-phase cells in the splenic ter119% population

Absence of Erk5 induces a
partial block in B cell development

Besides the erythroid lineage,
bone marrow distribution of
mature B cells (B220"e" IgMJr),
but not B cell progenitors
(B220'"), in Erk5" VavCre mice
showed evidence of altered devel-
opment (Fig. 6). The mature
B220"" B cells were underrepre-
sented in ErkS’ VavCre bone mar-
row (Fig. 6B). Despite this
difference, the spleen of Erk5'
VavCre and control mice presented
the same percentage of mature B
cells (Fig. 6C).” In contrast to B
cell development, thymic T cell
precursors in Erk5’ VavCre mice
showed a distribution similar to

that in control mice”** (data not
shown).

Cell cycle deceleration in bone
marrow ter1 197 cells of
Erk5”"VavCre mice

We further investigated the
mechanism responsible for the
alterations in erythroid develop-
ment. The deficit of bone mar-
row EryA, EryB and EryC cells
could be secondary to prolifera-
tion defects in FErk5-deficient
cells, or to increased apoptosis.
We analyzed the cell cycle profile
of Erk5" VavCre mice. No differ-
ences in cell cycle distribution of
total bone marrow cells were
observable (Fig. 7A). However in
ter1 19% erythroid progenitors we
found that in comparison to con-
trol mice, the percentage of
Erk5" VavCre cells in S phase
shifted  slightly toward Gl
(Fig. 7B). In contrast, ter1197
cell cycle distributions in the
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Figure 6. Distribution of B cell progenitors in bone marrow and spleen of Erk5”"VavCre and control Erk5™"
mice. (A) Bone marrow B220™ population in Erk5"1 (n=7) and Erk5”"VavCre (n=10) mice. (B) Percentage of
bone marrow B cell precursors in Erk5"" (n=7) and Erk5”"VavCre (n=10) mice (top). Dot plots show lymphoid
precursor distribution (8220°"IgM, B220"°"IgM™*, B220""IgM™) in the bone marrow population (bottom).
(C) Percentage of splenic B cells (n>7) (left). Dot plots show lymphoid precursor distribution (BZZO'°WIgM',
B220"%IgM*, B220"9"igM™) in the splenic population (right). Paired Student’s t-test, **p<0.01.

spleen of Erk5'VavCre (Fig. 7D, E). This suggests that the expansion of

and control mice were indistinguishable (Fig. 7D), ter119" erythroid precursors in the spleen of Erk5" VavCre
indicating that the decreased proliferation of ter119" cells mice (Fig. 5F), rather than a faster cycling of these cells
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(Fig. 7E), was responsible for the increase in total

cycling cells.

These data indicate that the lower amount of erythroid pre-
cursors in bone marrow of Erk5” VavCre mice is mainly pro-
duced by their lesser proliferation and increased apoptosis.
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Figure 7. Absence of Erk5 alters
cell cycle progression and
increases mutation rate in ery-
throid precursors in vivo. (A-D) Per-
centage of bone marrow cells (A,
n>8 ), bone marrow ter119™ cells
(B, n>8 ), spleen cells (C, n>8)
and spleen ter119" cells (D, n>8)
in each cell cycle phase of control
Erk5" and Erk5”VavCre mice. (E)
Percentage of cells in S/G2-phase
in the spleen (top) and in the
ter119" fraction of the spleen
(bottom). The numbers inside the
plot indicate the percentage of
cells BrdUt/DAPIT (cells in S/G2-
phase) in this particular experi-
ment. The BrdU-positive cells were
detected by incubation of permea-
bilized cells with mouse anti-BrdU
antibody, followed by staining
with Alexa 488-conjugated F(ab’)2
anti-mouse antibody and analysis
by flow cytometry. (Right) Mean of
3 mice +/-SD. (F) Analysis of apo-
ptosis in bone marrow by Annexin
V and PI staining (n=2 for each
genotype). Paired t-test *p<0.05.
(G) Intracellular dNTP levels in
bone marrow ter119™ cells, n=3.
dATP was undetectable in the
samples. (H-1) Exome sequencing
in ter119" cells from the bone
marrow. Number and type of
mutations (H) and number and
percentage (1) of single nucleotide
variation (SNV) of a control hetero-
zygous Erk5™VavCre and Erk5”~
VavCre mouse. Paired Student’s t-
test, *p<0.05.

Erk5”"VavCre mice show
altered ANTP levels in ter119™"
population

Results from shErk5 cell lines
showed that Erk5-depletion ren-
dered Jurkat cells sensitive to
thymidine, evidenced by further
decreasing  intracellular dCTP
and leading to DNA damage
and apoptosis. We surmised that
the reduction in the ter119™
immature erythroid population
in bone marrow of Erk5’ Vav-

Cre mice was related to changes in ANTP metabolism. Interest-

ingly, dTTP levels in the ter119" population in Erk5” VavCre

Cell Cycle

marrow increased (Fig. 7G), whereas no significative differences
in the other ANTP were observed (dATP could not be detected),
suggesting that Erk5-depleted cells have increased salvaging of
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thymidine and/or decreased catabolism of dTTP. The total
dNTP content in bone marrow (as well as that in thymus and
spleen) revealed no differences between genotypes, suggesting
that the dTTP differences found in bone marrow ter119™ popu-
lation are cell-specific (data not shown).

Erk5”"VavCre mice show increased mutagenesis in ter119"
population

Changes in cellular ANTP concentration generate proliferative
stress and increase mutagenesis by reducing the fidelity of DNA
synthesis.'” One of the mechanisms explaining increased muta-
genesis induced by imbalanced dNTP is misincorporation of
incorrect INTP by DNA polymerase.'”** To test whether the
higher thymidine concentration present in haematopoietic tissues
could cause mutations in Erk5” VavCre mice, we sorted bone mar-
row ter1 197" cells from Erk5” VavCre and Erk5" VavCre mice
and performed exome sequencing to compare the single-base
mutations in the coding regions of erythroid genomes. The results
show that the mutation rate in Erk5” VavCre was 14-fold higher
than that in the Erk5" VavCre mice (Fig. 7H, Table 1A, supple-
mentary material Table S1). Classification of the mutated bases
showed an increase for all types of mutations without preference
for any single-nucleotide variation in comparison to control
(Fig. 71, Table 1B, supplementary material Table S1). These data
indicate that erythroid precursors from Erk5” VavCre mice display
a higher rate of mutagenesis, and suggest that increased intracellu-
lar dTTP in Erk5” VavCre marrow could be the causative agent.

Discussion

The preservation of balanced dNTP pools in cells is necessary
to avoid replication stress and genomic instability. dNTPs pools
are generated by 2 cellular pathways, the de novo and salvage

Table 1. Summary of the number and type of mutations identified in Erk5”"VavCre compared to a heterozygote control Erk

pathways. Deoxynucleoside salvaging during B cell, T cell and
erythroid development is necessary to fine tune dNTP levels and

avoid  replication stress in  their
18,19

highly  proliferative
progenitors.

The results presented here show that erythroid progenitors
without Erk5 have higher dTTP levels, associated with enhanced
mutagenesis and inefficient erythropoiesis in bone marrow, but
not in the spleen. On average, bone marrow contains twice the
amount of thymidine than spleen.'” Thymidine salvaging in
bone marrow could generate replication stress in highly prolifer-
ative haematopoietic precursors of Erk5 '~ VavCre mice if INTP
metabolism is not properly geared, and these are subsequently
forced to immigrate to more permissive niches such as the
spleen.'® In addition to erythroid progenitors, B cell develop-
ment also showed signs of stress, as the mature B220"¢" B cell
population was underrepresented in Erk5~'~ VavCre marrow. Of
note, while this manuscript was being submitted the alterations
of B-cell development reported here have been confirmed in
another papc:r.45 During B cell development Erk5 is necessary to
link BAFF-dependent signals to expression of anti-apoptotic
genes and cell survival.*®

We also explored the effect of Erk5 depletion in human leuke-
mic cells. Interestingly, Evk5 knockdown in Jurkat cells led to
increased basal dATP level and to hypersensitivity to thymidine,
increasing the dTTP/dCTP ratio and resulting in DNA damage
and apoptosis. The hypersensitivity of human leukemic shErk5
cells to thymidine correlated with the data obtained for Erk5~'
~ VavCre mice showing higher dTTP levels, and mutagenesis in
bone marrow erythroid precursors.

Furthermore, depletion of Erk5 in human leukemic cells led
to increased aneuploidy. The leukemic cells assayed here were

537"~ and/or pten"", which have intrinsic genomic instabil-

ity32’33’46

increase in aneuploidy induced by Erk5 silencing could result

and are permissive for polyploidisation.3 4 The observed

5+ VavCre mouse.

A. Total mutations identified

Type of mutation Erk5~/~ Erks™/~ Increased in Erk5~/~

Non-synonymous 1149 103 11

Exon 1135 102 11

Stop codon 9 1 9

Splicing 5 0 5

Synonymous 2398 144 17

Total 3547 247 14

B. Classification of mutated bases

Reference base Mouse Mutated base Total

A C G T

A Erk5~/~ — 97 659 9 852
Erk5™/~ — 7 46 3 56

C Erk5~/~ 107 — 116 649 872
Erk5™/~ 1 — 13 39 63

G Erk5~/~ 772 106 — 137 1015
Erk5™/~ 49 9 — 3 61

T Erk5~/~ 85 626 97 — 808
Erk5™/~ 13 46 8 — 67
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from initial dNTP misincorporation due to nucleotide imbal-
ance, which may produce DNA damage and chromosomal insta-
bility,%” presumably through mitotic nondisjunction.”” An initial
dNTP imbalance during the generation of shErk5 cells could
later be compensated for by additional modifications to allow
cell growth.

Curiously, yeast S/£2, the functional homolog of human Erk5,
is required for appropriate regulation of RNR genes in response
to DNA damage,® and is necessary for resistance to dNTP defi-
ciency induced by HU.*® These data indicate different but
related roles of Erk5 in mammals and yeast.

In summary, our study has established a central role of Etk5 in
controlling DNA replication during murine haematopoiesis and
in thymidine-stressed human T leukemia cells, linking Erk5 to
the regulation of erythroid development as well as to the preser-
vation of haematopoietic homeostasis. The Erk5 contribution to
proper DNA replication was achieved by control of ANTP bal-
ance, although the connection linking Erk5 to the activity of key
dNTP metabolic enzymes has not been ascertained in this study.
These results identify for the first time a necessary role of Erk5 in
control of ANTP metabolism in the haematopoietic system.

Materials and Methods

Mice

Erk5"® mice were kindly provided by Cathy Tournier (Uni-
versity of Manchester, Manchester, UK).” Erk5"® mice were
bred to Vav-Cre mice kindly provided by Thomas Graf (CRG,
Universitat Pompeu Fabra, Barcelona, Spain).*' All mice were
treated in accordance with institutional guidelines and national
laws and policies, and procedures were approved by the Deparra-
ment d’Agricultura, Ramaderia, Pesca, Alimentacié i Medi Natural
of Generalitat de Catalunya. Experiments were conducted on 4
and 8 week-old mice. To genotype mice, the following oligonu-
cleotides were used: to detect floxed ErkS, forward 5'- tccatgetgt-
tagtectetgg -3', reverse 5'- agcggctgtgaagagtgaat -3’ (floxed
amplicon = 260bp, wild-type amplicon = 200bp). Presence of
Vav-Cre was analyzed with the oligonucleotides: forward 5'-
cgagtgatgaggttcgcaag-3', reverse 5'- atcttcaggttctgegggaa -3'.

Cell culture and reagents

The cell lines used in this study were obtained from the Euro-
pean Collection of Cell Cultures. Human cell lines Jurkat E6.1,
U937 and Hut 78 were grown in RPMI 1640 medium (ref.
BE12-702F, Lonza) supplemented with 9% FBS, penicillin/
streptomycin, and 2 mM L-glutamine. HL-60 cells were grown
in RPMI 1640 medium supplemented with 20% FBS and
2 mM L-glutamine. For thymidine/aphidicolin/HU block
experiments, Jurkat E6.1 transfectant pools were used (2 shCtrl
lines + 2 shERKS lines).

For murine cell preparations, single cell suspensions were iso-
lated from spleen and bone marrow of the mice. The suspension
was counted to determine the cellularity of the organ, and then
mature red blood cells were discarded from the suspension by
overlaying cells on a solution of 16% iodixanol, 0.63% NaCl
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and 10 mM Hepes and centrifuged at 900x g for 30 minutes.
The mononuclear fraction of the density gradient was collected,
washed with PBS, counted and stained or fixed.

Thymidine, aphidicolin, hydroxyurea (HU), deoxyadenosine,
deoxycytosine, deoxyguanosine and roscovitine were all from

(Sigma-Aldrich, Madrid Spain).

Stable transfections

In order to obtain stably transfected cell lines, Jurkat, HL60,
U937 and Hut78 cell lines were transfected with a vector express-
ing either a scrambled shRNA (shCtrl) or a shRNA directed to a
conserved sequence of the exon 2 of Erk5 (shEtk5) (ref.
TRCNO0000001354; Sigma-Aldrich). For each transfection,
1-10° cells were electroporated (Multiporator, Eppendorf) and
seeded in 10 wells of a 24-well plate. Selection of the lines
expressing the shRNA was carried out by adding 0.3 pg/mL
puromycin to the medium.

To replenish normal levels of Erk5 in shErk5 cells, one shErk5
cell line was stably transfected with a plasmid coding for Erk5 (a
kind gift of Dr. Simon Arthur, MRC Protein Phosphorylation
Unit) generating several “shErk5+FErk5 cell” lines that were
tested for Erk5 content.

Western blot

Cells were lysed in Laemmli buffer and loaded on acrylamide
gels (8 to 12%, depending on the mass of the protein of interest).
Transfer to nitrocellulose membranes and immunoblotting was
performed as previously described.”’ Incubation with primary
antibody (goat anti-RNR2 diluted 1:1000, Santa Cruz Biotech-
nology #sc-10844; mouse anti-H2AX phosphorylated (S139)
diluted 1:1500, Biolegend #613401; rabbit anti-Chk1 phosphor-
ylated (S317) diluted 1:1000, Bethyl #A304-673A; goat anti-
Chk1 diluted 1:1000, Bethyl #A300-162A; rabbit ant-H3
diluted 1:1500, Biolegend #601901) was performed overnight at
4°C under agitation. Next day, after washing, the membrane was
incubated with the secondary antibody (anti-mouse IgG HRP
conjugated1:2000 Sigma; anti-rabbit HRP conjugated 1:2500
Dako; anti-Goat HRP conjugated Dako) for 1 hour, under agita-
tion at room temperature. Western blots were quantified on a
Luminescent Image Analyzer LAS-3000 (Fujifilm). Densitome-
try analysis was performed using Fiji software.

Quantitative RT-PCR

Cells were lysed in RNA lysis buffer and RNA was
extracted using the PureLink— RNA Mini Kit (Life Tech-
nologies), according to the manufacturer’s instructions. Total
RNA was reverse-transcribed to cDNA (SuperScriptlll, Invi-
trogen) and real-time PCR was performed using Sybr-green
for detection (Promega). The oligonucleotides used in this
study were the following: for quantitative determination of
human Erk5 cDNA, forward 5'-gcctatggagtggtgtectc-3';
reverse 5'-ggtcgctttccatcaggtc-3'; for human p21 cDNA, for-
ward 5'-cagcagaggaagaccatgtg-3'; reverse 5'-ggcgtttggagtggta-
gaaa-3'; for human ChK1, forward 5'-caggggtggtttatctgeat-3';
reverse 5'-ttcaacaaacgctcacgatt-3; for human deoxycytidine
kinase 1, forward 5'-aagaggtictgeccttctee-3’; reverse  5'-
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gaaccacttcccaatectca-3'; for human Samhdl, forward 5'-
agggotgegetatctagcag-3'; reverse 5'-tgttcatgegtecatttcac-3'.

Immunostaining

For extracellular labeling, splenocytes and bone marrow cells
were stained with saturating amounts of primary antibodies con-
jugated to fluorochromes (anti-Terl119 FITC diluted 1:600,
Biolegend; anti-CD71 PE diluted 1:600, Becton Dickinson;
anti-B220 FITC diluted 1:25, Immunotools; anti-IgM diluted
1:500, Life Technologies) in PBS 2% FBS for 30 minutes at
4°C. After 30 minutes, cells were washed with PBS and analyzed
using an FC500MPL or a Gallios flow cytometer (Beckman
Coulter, Inc., Fullerton, CA). 4’,6-Diamidino-2-phenylindole
(DAPI) was added to the samples in order to discard the dead
cells. Fluorescence was collected on the logarithmic scale. The
cell population was selected by gating in a forward scatter vs. side
scatter dot plot, excluding aggregates and cell debris, and by
excluding the DAPI positive population.

Cell cycle analysis

In order to determine the cell cycle of Jurkat, Hut 78, U937
and HL-60 cell lines, 1-10° cells were fixed in 70% ethanol and
stored at —20°C. Samples were washed once with PBS and incu-
bated in 0.1% triton X100, 0.02% RNAse A, 0.0005% PI in
PBS for 30 minutes at room temperature in the dark. For cell
cycle analysis of primary murine splenocytes and bone marrow
cells, 1-10° cells were fixed in 2% paraformaldehyde in PBS,
washed with PBS and stained with PI as above. Samples were
analyzed in a Coulter XL cytometer and a subsequent cell cycle
profile analysis was performed using cytomation summit or
FlowJo software. We used 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU)
incorporation to study DNA synthesis. For this purpose, mice
were given BrdU (17 mg/kg b.w. ip) 1 h prior to harvest of
spleen tissue. Cells were permeabilized with 0.2% saponin and
the DNA denatured with HCl according to.”>

Apoptosis assay

For apoptosis assessment in Jurkat cells, these were incubated
with annexin V FITC (diluted 5:100, Immunotools) for 15
minutes. Then, PI or DAPI was added and cells were analyzed by
flow cytometry. In order to determine the presence of apoptosis
in the murine Ter119™ bone marrow population, bone marrow
cells were stained with an anti-Ter119 FITC as indicated above,
followed by annexin V phycoerythrin (or annexin V FITC) /
DAPI staining. Samples were analyzed using a Gallios cytometer.

Sorting

Bone marrow cells were stained with anti-Ter119 FITC anti-
body, positive cells were sorted using a FACSAria (BD Bioscien-
ces), and purities of up to 95% were obtained.

Thymidine uptake and TK assays
Uptake assays were performed as described in>? using [*H]-
thymidine. A TK assay was performed as indicated in.>*
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dNTP analysis
Cells were counted, resuspended in 0.5 mL ice-cold 70%
methanol and stored at -20°C. Subsequent dNTP extraction and

analysis were performed as described in."”

Exon sequencing

Exome sequences were mapped to the UCSC mouse reference
genome, mm10, with Burrows-Wheeler Aligner software.”” Data
were processed using the Picard program for marking duplicates
and indexing the resulting BAM files (http://picard.sourceforge.
net), followed by indel realignment and base recalibration using
GATK.>® Variants were called by VarScan2®” under the condi-
tions of minimum coverage of 10, minimum variant frequency
of 0.2, and minimum base quality of Phred score 30. Variants
were also called with GATK HaplotypeCaller using the default
parameters, and the genotyped variants were processed with
GATK VariantRecalibrator for variant recalibration. The variants
called by both programs were used for variant analysis. Annota-
tions were performed using ANNOVAR with the software-pro-
vided mm10 databases.’® Variant Effect Predictor was also used
for annotating the variants using Ensembl databases.”® Annota-
tions by both methods were combined.

Statistics

Data are represented by the mean of biological replicates and
standard deviation (s.d.). Statistical analysis was performed in
GraphPad Prism (La Jolla, CA, USA), as detailed in each figure
legend. Differences were considered significant when *p<0.05,
520,01, **p<0.001.
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