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1. Resumen del proyecto

La ataxia-telangiectasia (AT) es una enfermedad autosémica recesiva caracterizada
por déficits neurologicos e inmunitarios, telangiectasias, predisposicion al
desarrollo de tumores e hipersensibilidad a la radiacion gamma. La enfermedad
esta causada por mutaciones en el gen que codifica por ATM, una proteina que
forma parte de la respuesta celular al dafio genético (DNA damage response, DDR).
La ciclina O es una proteina que también participa en la DDRy es necesaria para la
apoptosis en respuesta al dafio genético. Forma complejos activos como proteina
cinasa, junto con Cdk1 y Cdk2. Sus niveles estan regulados por el eje ATM-p53 y su
down-regulacién conlleva la alteracion de la DDRy, en consecuencia, de los
checkpoints celulares dependientes de dafio genético. Recientemente se ha
descrito que la ciclina O es necesaria para la sobreduplicacion del centriolo que
tiene lugar en las células multiciliadas, y su deficiencia conlleva la aparicion de
enfermedades derivadas de la falta de cilios funcionales (ciliopatias). El proyecto se
encaminaba a establecer relaciones genéticas y bioquimicas entre ATM, la proteina
cinasa relacionada DNA-PK y la ciclina O, con el fin de entender la patologia de la
AT y definir posibles dianas terapéuticas. También se proponia la generacion de
modelos de raton deficientes en ciclina O y ciclina O/ATM para estudiar las

relaciones genéticas entre ambas proteinas.

2. Resultados

Objetivo 1. Crosstalk entre ATM y la ciclina O en la respuesta celular al dafio

genético (DDR).

Objetivo 2. Mecanismo bioquimico del crosstalk entre ATM y la ciclina O.
Resultados previos del laboratorio indicaban que el gen codificante para la ciclina
O esta regulado por el eje ATM-p53 y que su down-regulacion comportaba la

alteracion de la DDR. La generacion de ratones KO para la ciclina O (objetivo 4)



permitid establecer cultivos de células deficientes en ciclina O (tales como
fibroblastos embrionarios, MEF, y células T activadas) y estudiar la DDR en estas

condiciones.

Los resultados obtenidos indican que la pérdida de la ciclina O da lugar a una serie
de cambios bioquimicos que modifican la DDR, afectando a los checkpoints
celulares sensibles a dafio genético, particularmente el de G2/M. Asi, los MEF KO
para ciclina O muestran una salida de mitosis mas rapida cuando se generan
roturas de la doble cadena del DNA (double strand breaks, DSB) en respuesta al
tratamiento con radiacion gamma. Por otra parte, tardan mas en volver a entrar
en ciclo celular una vez el dafio genético ha sido reparado. Estos hechos
demuestran que las células KO para ciclina O presentan alterado el checkpoint de

G2/M.

Experimentos bioquimicos mostraron que tanto ATM como la proteina cinasa
relacionada DNA-PK se activan de forma deficiente en MEF KO para ciclina O en
respuesta a radiacion gamma. En estas células también comprobamos que
proteinas de la DDR fosforiladas por ATM, tales como H2AX o Nbs1 mostraban un
patron de fosforilacién andmalo, compatible con una deficiencia en la activaciéon
de ATM y DNA-PK. En contra de lo esperado, observamos que Chk2, cinasa
substrato de ATM, era fosforilada normalmente, mientras que Chk1, substrato de
ATR, era hiperfosforilada en respuesta al tratamiento con radiacién gamma en
células ciclina O KO. Estas observaciones, sumada al hecho de que la fosforilacién
de la H2AX en respuesta a radiacion gamma vuelve a sus niveles normales en
células KO para ciclina O en las que se ha silenciado la DNA-PK 'y se ha inhibido
ATM mediante un inhibidor especifico, sugiere que ATM y DNA-PK tienen papeles
bioquimicos compartidos y que en ausencia de ambas cinasas, un tercer miembro
de la familia, ATR, es capaz de retomar sus funciones en células deficientes en

ciclina O.



La regulacién de la activacién de ATR para la ciclina O permite predecir que las
tasas de reseccién de los extremos del DNA en los DSB, primer paso de su proceso
de reparaciéon por recombinacion homoéloga (HDR), estarian incrementados en
células KO para la ciclina O. Esto se comprobd indirectamente, demostrando que
estas células presentan una mayor incorporacién de fosfo-RPA en el DNAy una
mayor generacion de DNA de cadena sencilla (ssDNA) después de su exposicion a
la radiacion gamma. La prueba directa consistié en la medida de la longitud de los
segmentos de ssDNA generados después de la irradiacion mediante la técnica
SMART, lo que mostré que la pérdida de la ciclina O conlleva la generacion de
segmentos terminales de ssDNA mas largos de forma dependiente de dosis
génica. Mediante técnicas protedmicas hemos podido demostrar que este efecto
esta mediado por la regulacion dependiente de ciclina O de los niveles de
fosforilacion de la S326 de CtIP, proteina que se une a los extremos rotos del DNA
y que debe ser fosforilada en la S326 para poder interaccionar con la proteina

BRCA1, esencial en el proceso de reparacion de los DSB mediante HDR.

Todos estos hallazgos sugieren que la falta de ciclina O haria que las células
repararan los DSB a través del sistema de alta fidelidad HDR en lugar de utilizar el
sistema rapido y potencialmente mutagénico de ligacion de extremos no
homologos (NHEJ). Pudimos comprobar que durante la resolucion del checkpoint
de G2/M, las células deficientes en ciclina O entraban en fase M con menos dafio
genético que las WT, lo que es compatible con el mayor tiempo de recuperacion (o
sea, reparacién) que presentan y con la utilizacién del mecanismo de HDR. Este
hecho se ha comprobado mediante la medida de la tasa de localizacion de las
proteinas que intervienen en la HDR en los foci nucleares donde estan los DSB,
que se encuentra incrementada en el caso de los MEF ciclina O KO. La medida
directa de las tasas de reparacién por HDR mediante genes reportero también es

compatible con esta hipotesis.

De esta parte podemos concluir que la ciclina O estaria regulando el tipo de

mecanismo de reparacion de las roturas de doble cadena utilizado por la célula.



Asi, a través de la activacion preferencial de la rama ATM/Chk2 versus ATR/Chk1, la
ciclina O inhibiria la reparacién por HDR, favoreciendo el sistema NHE] rapido y de

baja fidelidad.
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Objetivo 3. El papel de la ciclina O en la ruta de estrés del reticulo (ER)
Estimulos tales como el estrés oxidativo, reductor o la liberacién de Ca®* de las
reservas del reticulo conducen a la activacién de la ruta de estrés del reticulo. El

trabajo que hemos realizado durante estos afios muestra que la ciclina O es



inducida como respuesta a estimulos que causan estrés del reticulo endoplasmico
como consecuencia del acimulo de proteinas mal plegadas. Con el fin de dilucidar
su papel bioquimico, hemos utilizado las herramientas mencionadas

anteriormente derivadas de ratones KO para la ciclina O (objetivo 4).

Nuestros resultados muestran que la ciclina O estaria involucrada en la activacién
de la ruta de las cinasas de estrés JNKy p38 como consecuencia de la instauracion
del estrés reticular. En la ruta ER se ha demostrado que JNKy p38 se activan a
través de una ruta que implica a la proteina transmembrana del reticulo IRE1. Esta
proteina interacciona con TRAF2, que a su vez seria la responsable de la activacion
de la MAP3K Ask1, la cual activaria a JNK'y p38 a través de MEK4/7 y MEK3/6,
respectivamente. Sin embargo, nuestros resultados muestran que esta no es la
Unica via de activacion de JNK/p38. La ciclina O es necesaria para la activacion de

JNK'y p38 de forma independiente de Ask1.

Que la pérdida de ATM conlleve la aparicion de estrés oxidativo en las neuronas
nos hace pensar que la inhibicion de los complejos de ciclina O evitarian la
activaciéon de la ruta de estrés reticular que acaba en muerte celular. Este estrés
oxidativo se ha propuesto como agente causal de la muerte neuronal responsable
de la degeneracién cerebelar caracteristica de los pacientes con AT. Asi, la ciclina O
podria constituir una diana terapéutica contra la que disefiar inhibidores capaces

de bloquear la muerte celular inducida por estrés oxidativo/estrés reticular.

Objetivo 4. Estudio in vivo del papel de la ciclina O en la tumorigénesis y la
neurodegeneracion de los pacientes con AT

El cuarto objetivo del proyecto proponia la generacion de ratones KO para la
ciclina O con el fin de estudiar su papel in vivo. Posteriormente se proponia
cruzarlos con los ratones KO para ATM que recapitulan algunos de los hallazgos
clinicos de la enfermedad humana, como la tendencia a desarrollar tumores o la
esterilidad, pero que no resultan buenos modelos para los aspectos

neurodegenerativos de la enfermedad.



Los ratones KO para la ciclina O son viables y nacen con una frecuencia casi
mendeliana, indicando que no hay mortalidad embrionaria. El hecho mas
distintivo de estos ratones es que el 80% de los homocigotos mueren antes del
primer mes de vida posnatal debido al desarrollo de hidrocefalia. Si este sindrome
aparece cuando la caja craneal comienza a estar bien osificada, el raton se adapta
y puede vivir sin problemas neurolégicos aparentes con una esperanza de vida

idéntica a los WT.

Mediante técnicas de RMI pudimos constatar que la hidrocefalia es de tipo no
obstructivo, resultando afectados Unicamente los ventriculos laterales (1y 2) del
cerebro. También demostramos que el fenotipo es 100% penetrante, es decir, que
los ratones homocigotos que superan el primer mes de vida, aunque no presenten
evidencias, sufren hidrocefalia grave. Lo mas sorprendente es que los ratones
heterocigotos también muestran signos claros de hidrocefalia desde la juventud.
En edad adulta, todos los heterocigotos son claramente hidrocefalicos, lo que

demuestra que son haploinsuficientes para el gen de la ciclina O.

Ademas de la hidrocefalia, los ratones KO muestran signos de sufrimiento y dafio
neuronal. También muestran una corteza cerebral delgada, que ha perdido su
estructura tipica en 6 capas. Un hallazgo que comparten con los heterocigotos son
las malformaciones en el hipocampo. En esta regidn se detecta una falta grave de

neuronas en algunas zonas, asi como defectos en su plegamiento.

Respecto a los cruces con los ratones KO para ATM, el estudio por RMI no pudo ser
completado debido a la dificultad de la obtencion de suficientes ratones doble KO,
aunque sabemos que son viables. Se realiz6 el analisis de algunas de las
combinaciones génicas y se pudo constatar que la ausencia completa de ATM
conduce a la disminucion del volumen de los ventriculos cerebrales laterales y
tercero. En cambio, el cuarto ventriculo esta agrandado, quizas como reflejo de Ia
pérdida neuronal a nivel del cerebelo, una de las caracteristicas de los pacientes

AT humanos. La pérdida de un solo alelo de la ciclina O (ATM Hom/Ciclina O Het)



es suficiente para revertir completamente el fenotipo, alcanzando los ventriculos
tamafios similares a los del WT/WT, lo que confirma una interacciéon genética entre

ATM y ciclina O.

En cuanto a otros tejidos, hemos podido comprobar que de acuerdo con
evidencias previas, las células T activadas deficientes en ciclina O son
radiorresistentes, igual que otros tipos celulares en proliferaciéon, como los
fibroblastos. No asi células quiescentes como los timocitos, que presentan una

sensibilidad a la radiacion gamma indistinguible de los WT.

Recientemente hemos podido llegar a comprender la razén del desarrollo de
hidrocefalia en los ratones KO para la ciclina O. Otra funcion recientemente
descrita de la ciclina O la sitia como reguladora esencial del proceso de formacion
de cilios en las células multiciliadas que recubren epitelios como el de las vias
aéreas, el oviducto y el epéndimo, epitelio que recubre los ventriculos cerebrales.
Los cilios del epéndimo son necesarios para la circulacién del liquido
cefalorraquideo. Si no existen o no funcionan correctamente, este fluido no puede
circular y se estanca, dando lugar a las hidrocefalias. Experimentos recientes han
mostrado que, de acuerdo con los pacientes humanos con mutaciones en el gen,
los ratones KO para ciclina O estan practicamente desprovistos de cilios en los
epitelios anteriormente nombrados, confirmandose asi el papel esencial de la
ciclina O en la ciliogénesis y su papel causal de otra enfermedad rara: la discinesia

ciliar primaria ORPHA244 y de la hidrocefalia a presion normal ORPHA314928.

Por otra parte, y conforme a los resultados moleculares descritos en los objetivos
1y 2, los ratones KO para la ciclina O presentan una incidencia de tumores
espontaneos inferior a la de los WT y, posiblemente, un espectro tumoral

diferente.



3. Relevancia y posibles implicaciones

Este proyecto de investigacion ha sido muy util para determinar las relaciones
entre un nuevo miembro de la familia de las ciclinas (ciclina O) y la respuesta
celular al dafio genético (DNA damage response, DDR). Hemos hallado evidencias

gue demuestran que la ciclina O es un regulador de ATM y de la DDR.

Nuestras evidencias bioquimicas y genéticas sugieren que la inhibicion de los
complejos de la ciclina O resultan en un bloqueo de la funcion de ATM, pero que
en el contexto de la inhibicion concomitante de la DNA-PK, sus funciones son

llevadas a cabo por ATR.

Por otra parte, el fenotipo de los ratones KO para la ciclina O indica que esta
proteina es crucial para la decisién celular de escoger entre los dos mecanismos
de reparaciéon de los DSB: la ligacion de extremos no homaélogos (NHE)) y la
recombinacién homologa (HDR). La NHE] es un proceso rapido y eficiente para
reparar los DSB, que son las lesiones del DNA mas peligrosas para la célula, pero
es un proceso que a menudo introduce mutaciones o puede causar
translocaciones. La HDR es un mecanismo fiel y sin errores, pero solo puede
funcionar en aquellas etapas del ciclo celular en las que existe una copia integra

del cromosoma de donde recuperar la informacién perdida (final de S, G2 'y M).

La inhibicion de los complejos de la ciclina O favorece la reseccion de los extremos
del DNA roto y, como consecuencia, su reparacion por HDR. La menor frecuencia
de aparicion de tumores espontaneos en los ratones KO concuerda con los
hallazgos moleculares que indican que las células de estos ratones tienden a

utilizar la HDR, mecanismo libre de errores, para reparar los DSB.

La prediccion seria entonces que un inhibidor selectivo de los complejos de Ia

ciclina O con Cdk1 y Cdk2 tendria propiedades antimutagénicas y antitumorales.



En el contexto de los pacientes de AT, la falta de la proteina ATM funcional
conduce a una variedad de patologias consecuencia de la imposibilidad de reparar
a través de HDR (linfomas, esterilidad, etc.). La inhibicién farmacolégica de los
complejos de la ciclina O en combinacion con inhibidores de la DNA-PK forzaria a
la célula a que ATR realizara las funciones de las dos cinasas, favoreciendo la

reparacién del DNA mediante HDR.

Ademas, los estudios preliminares por RMI de ratones homocigotos para ATM y
heterocigotos para la ciclina O indican que las anormalidades en los tamafos de
los ventriculos cerebrales, particularmente el cuarto, que es mayor en ratones
homocigotos para ATM y WT para ciclina O, vuelven a valores normales. Si se
confirmara que esta observacién es debida a la recuperacion de la pérdida
neuronal en el cerebelo, implicaria que inhibidores de los complejos de la ciclina O
podrian ser Utiles para tratar la neurodegeneracion de los pacientes de AT que

conduce a la ataxia.

Nuestros resultados previos muestran que la ciclina O puede formar complejos
activos con Cdk1 y Cdk2. Existen inhibidores de estas cinasas que se encuentran
en ensayos clinicos como farmacos antitumorales. El problema es que no
discriminan entre los complejos Cdk2-ciclina Ay Cdk2-ciclina E necesarios para el
ciclo celular normal de los complejos Cdk2-ciclina O. Sin embargo, en los ultimos
afnos se ha progresado en la obtencién de moléculas capaces de inhibir
selectivamente Cdk2, pero no Cdk1, y viceversa, a pesar del elevado grado de
homologia existente entre ambas cinasas. Quizas en un futuro no lejano
apareceran nuevas moléculas capaces de inhibir selectivamente los diferentes
complejos Cdk2-ciclina. Esto nos permitiria comprobar si nuestras predicciones
son correctas y podemos aportar un poco de esperanza para los afectados por

esta enfermedad hasta ahora devastadora e incurable.
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