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Los puentes cromosdmicos son intermediarios comunes en los mecanismos que
generan inestabilidad cromosdmica. Aunque se sabe que estan implicados en la
tumorigénesis y la progresion tumoral, los procesos que gobiernan su resolucion siguen
siendo poco conocidos. Han surgido diversos modelos en cuanto a su resolucion. Sin
embargo, estos modelos se contradicen entre si. Barbara McClintock propuso, ya en
1941, que los cromosomas dicéntricos forman puentes y que estos puentes pueden
romperse durante la divisién mitética (McClintock, 1941). Muchos afios después,
Janssen y sus colegas sugirieron que, durante la citocinesis, las fuerzas de compresién
pueden cortar la cromatina pendiente de segregacién, como la que se encuentra en
puentes y micronucleos (Janssen et al., 2011). Por ultimo, estudios recientes han
postulado que los puentes no se rompen durante la mitosis sino durante la interfase,
ya sea por causas bioquimicas (Maciejowski et al., 2015) o mecéanicas (Umbreit et al.,
2020). Este proyecto de investigacién busca dilucidar los mecanismos implicados en la
resolucidon de los puentes cromosdémicos. Nuestra investigacién demuestra que los
puentes cromosdmicos pueden sufrir roturas tanto durante la divisién celular como
durante la interfase, con diferentes mecanismos que gobiernan su rotura en cada etapa

del ciclo celular.

En este proyecto coordinado han participado dos equipos de investigacién, uno liderado
por Anna Genesca, de la Universitat Autobnoma de Barcelona (UAB), y otro liderado por
Neil Ganem, de la Universidad de Boston (BU). Hemos utilizado un modelo
experimental basado en la tecnologia CRISPR/Cas9 para generar puentes
cromosdémicos con geometria definida bajo un exquisito control temporal. Nuestro
estudio conjunto reveld que, a la salida de la mitosis, la resolucion de los puentes
cromosdémicos esta intrincadamente ligada a las fuerzas de tensién impuestas por los
microtubulos del huso mitético en los cinetocoros del puente, ya que la longitud de la
cromatina puente en las megabases influye tanto en el tiempo como en la separacion
minima entre los cinetocoros del puente necesarios para la rotura del puente. Después
de la mitosis, la endonucleasa ANKLE1 contribuye a la resolucién de los puentes
cromosdémicos, ya que su inhibicidn da lugar a un aumento de la frecuencia de puentes
cromosdémicos que alcanzan la interfase del ciclo celular. En particular, descubrimos
qgue ANKLE1 también puede resolver puentes durante la interfase temprana sin

necesidad de romper la envoltura nuclear. Por el contrario, un mecanismo alternativo



para la resolucién de los puentes cromosdmicos que opera durante la interfase se basa
en la rotura de la envoltura nuclear. Las adherencias focales que anclan el puente al
sustrato, combinadas con la migracién independiente de las células hijas, dan como
resultado la rotura del ADN y la rotura de la envoltura nuclear, lo que permite la accion
de las exonucleasas citoplasmaticas, como TREX1, para la resolucion de puentes
cromosémicos en esta etapa del ciclo celular. En conjunto, los hallazgos de este
proyecto de investigacién demuestran que los puentes cromosdémicos pueden sufrir
roturas en diferentes etapas a lo largo del ciclo celular, lo que revela un conjunto
diverso y distintivo de mecanismos que gobiernan la rotura de los puentes

cromosomicos.

1. Resolucion de los puentes cromosomicos durante la mitosis

Los resultados obtenidos por el equipo de la UAB revelan que la mayoria de los puentes
cromosdémicos sufren roturas a la salida de la mitosis, principalmente debido a las
fuerzas mecanicas. Nuestros hallazgos entran en conflicto con las afirmaciones de otros
investigadores que sugieren que los puentes cromosdmicos formados en la anafase
invariablemente persisten intactos a través de la mitosis y se desarrollan en
conexiones nucleoplasmaticas estables entre las células hijas. Estas discrepancias
podrian atribuirse al hecho de que los estudios mencionados anteriormente se
centraron en examinar los puentes cromosémicos durante la interfase y descuidaron
potencialmente una investigacién exhaustiva de la dindmica de los puentes
cromosémicos durante la mitosis (Maciejowski et al., 2015; Maciejowski y De Lange,
2017; Steigemann et al., 2009; Umbreit et al., 2020).

Obtuvimos 4 observaciones independientes que apoyan la nocién de que la rotura de la
molécula de ADN en los puentes cromosdémicos durante la mitosis es real. En primer
lugar, observamos que la frecuencia de puentes cromosdémicos disminuyé a medida
que las células avanzaban a través de las Ultimas etapas de la mitosis, lo que indica
que un subconjunto de puentes se resuelve durante la mitosis. En segundo lugar, las
células mitodticas examinadas exhibian con frecuencia el marcador DSB de ADN yH2AX
flanqueando la cromatina interrumpida de los puentes, lo que demuestra que las

discontinuidades microscépicamente visibles en los puentes cromosdmicos representan



de hecho una rotura real de la molécula de ADN. En tercer lugar, utilizando el ensayo
STRIDE (un método directo para detectar los extremos libres de 3’-OH en la molécula
de ADN), confirmamos que a la salida de la mitosis las discontinuidades flanqueantes
del ADN en los puentes cromosémicos presentan de hecho extremos 3’-OH, lo que
corresponde a una rotura real de la molécula de ADN. En cuarto lugar, en las
grabaciones de imagenes en vivo de células mitdticas que expresan la proteina
mediadora de DDR MDC1 conjugada con GFP, fuimos testigos de la retraccién de los
extremos del puente cromosdmico después del reclutamiento de MDC1 en el ADN de
puente roto. Todas estas observaciones demuestran la rotura del puente cromosdémico
durante la mitosis. Por lo tanto, desafiando las premisas previas afirmadas por otros,
nuestras observaciones demuestran firmemente la resoluciéon de los puentes

cromosomicos durante la mitosis.

Para investigar mas a fondo las causas de la rotura de los puentes cromosémicos
durante la mitosis, el grupo de la UAB empled la tecnologia CRISPR/Cas9 para inducir
roturas de ADN en sitios seleccionados del genoma y generar asi puentes
cromosdémicos con una longitud intercentromérica definida en megabases. Utilizando
este enfoque, se generaron 5 lineas celulares de sgRNA diferentes. Observamos que la
separacién minima entre cinetocoros requerida para la rotura del puente era
caracteristica de cada linea celular y se correlacionaba con la longitud de su cromatina
puente. En consecuencia, una mayor distancia en los pares de bases entre los
centrédmeros del puente aumenta la probabilidad de que el puente persista intacto, lo
que lleva al nacimiento de células hijas con un puente. Tomados en conjunto, nuestros
resultados indican que la rotura de los puentes cromosdmicos a la salida mitética
puede atribuirse a fuerzas mecdanicas inherentes. Especificamente, la fibra continua de
ADN experimenta tensién a medida que sus dos cinetocoros son atraidos hacia polos
opuestos por los microtubulos del huso mitético, lo que puede provocar la rotura.
Ademas, esta tensidn estd influenciada por la distancia entre centrémeros en pares de
bases. Esta correlacion se alinea con los principios fisicos, ya que los puentes
cromosdémicos mas largos requeririan una mayor separacién para acumular suficiente

tensién de los microtubulos unidos a los cinetocoros del puente para romper el puente.



2. Los puentes cromosOomicos no resueltos activan la via p53 pero no la via
Hippo

Las células con puentes cromosdémicos a menudo retrasan la finalizacion de la
citocinesis hasta que se resuelve el puente; sin embargo, los puentes que no se
resuelven de manera oportuna promueven la regresién del surco citocinético, el fracaso
de la citocinesis y la tetraploidia. La via supresora de tumores de Hippo se activa tras
el fracaso de la citocinesis y limita la proliferacion de las células tetraploides
protumorigenas resultantes. El equipo de la BU que participé en este proyecto de
investigacion buscd determinar si los puentes cromosdmicos no resueltos inducen la
activacion de la via supresora de tumores Hippo. Nuestros datos demuestran que las
células con puentes cromosdmicos, ya sea ininterrumpidos o rotos, no activan la via
Hippo, ya que no hay diferencia en la relacidon nuclear-citoplasmatica de YAP en estas

células en relacion con los controles.

El equipo de la BU también evalud si las células con puentes cromosdmicos
ininterrumpidos activan la via p53. Es bien sabido que una miriada de tensiones
celulares, como el dafio en el ADN vy la tetraploidia, estabilizan p53, lo que conduce a la
detencidn del ciclo celular. Inducimos puentes cromosdmicos utilizando el sistema
descrito anteriormente y luego tefiimos las células hijas resultantes para p53. A
continuacion, cuantificamos los niveles de p53 nuclear en células con y sin puentes.
Encontramos que los puentes cromosdmicos ininterrumpidos inducen un aumento
estadisticamente significativo en los niveles de p53. Estos datos indican que los
puentes ininterrumpidos emiten una sefal de estrés a p53, que no depende de la

activacion de la via Hippo.



3. Cribado de ARNi para identificar exonucleasas y endonucleasas que
promueven la rotura de puentes cromosomicos

Observamos mediante imagenes de células vivas que, después de generarse, los
puentes cromosdmicos se rompen en el siguiente ciclo celular. Un modelo postula que
esta rotura se debe enteramente a las fuerzas mecanicas de traccién de las células que
migran, separandose las unas de las otras, lo que hace que el puente se estire y, en
ultima instancia, se rompa. Sin embargo, un modelo no mutuamente excluyente es que
esta rotura también se ve facilitada por la accién de las exonucleasas y endonucleasas
en la célula, que acceden al ADN cromosdmico en el puente después de la rotura de la
envoltura nuclear. Para probar este segundo modelo, el equipo de la BU realizd un
cribado de ARNpi basado en imagenes de células vivas dirigido a 38 exonucleasas y
endonucleasas humanas. Planteamos la hipdtesis de que las exonucleasas y
endonucleasas especificas son importantes para promover la rotura del puente. De ser
cierto, se esperaria que la pérdida de estas nucleasas aumentara significativamente la
cantidad de tiempo que tardan los puentes en romperse, lo que aumentaria la fraccién
de células con puentes cromosdémicos. Nuestros datos indicaron que la deplecién de
varias nucleasas aumenté significativamente la fraccion de células con puentes

cromosomicos en relacion con los controles.

Entre todas las nucleasas probadas, la endonucleasa ANKLE1 se identificé como
potencialmente involucrada en la resolucién de puentes cromosdmicos, ya que las
células inhibidas por ANKLE1 mostraron un aumento de la frecuencia de puentes
cromosémicos en las células de interfase después de la induccién de CRISPR/Cas9 en

comparacién con las células no inhibidas.

4. Resolucion del puente cromosomico durante la citocinesis y la interfase
temprana

Los distintos escenarios observados durante la mitosis y la citocinesis sugieren que las
causas de la rotura del puente cromosdmico pueden ser diferentes. Algunos puentes
permanecen intactos y las células que los albergan llegan a la citocinesis
experimentando un cambio de escenario que implica el desmontaje del huso mitético,
el reensamblaje de la envoltura nuclear y la citocinesis, que incluye la especificacion
del plano de escision, la entrada del surco de escision, la formacién del cuerpo medio y
la abscisién. La endonucleasa ANKLE1 podria ser responsable de la resolucion del

puente cromosdémico durante la citocinesis. Nuestra conclusion se basa en la



observacién de que la inhibicién de ANKLE1 condujo a una mayor frecuencia de células
qgue alcanzaron la interfase con puentes cromosdmicos, lo que indica que ANKLE1 tiene
un papel en la resolucidon del puente cromosémico antes de la interfase. Los resultados
de la BU se alinean con los reportados por otros estudios que sugirieron que el ortélogo
de C. elegans de ANKLE1 resuelve los puentes de cromatina (Hong et al., 2018), y que
ANKLET1 se recluta en la regidn del cuerpo medio para resolver las células humanas

atrapadas de cromatina (Jiang et al., 2023). Tomados en conjunto, estos hallazgos

sugieren fuertemente que ANKLE1 puede contribuir a la rotura del puente cromosémico

durante la citocinesis.

Aunque ANKLE1 se recluta en la regiéon media del cuerpo durante la citocinesis, podria
ser responsable de la rotura del puente cromosdmico en la interfase temprana. De
acuerdo con nuestros resultados, durante la interfase coexisten dos tipos de puentes,
los puentes de corta duracidn, que se resuelven independientemente de la reparacién
por escision de nucledtidos (NER), y los puentes de larga duracién, que experimentan
la NER antes de su resolucién. Que ANKLE1 tiene un papel durante la interfase es
evidente a partir de la observacién de que la inhibicién de ANKLE1 o el impedimento de
su reclutamiento reduce la fraccién de puentes que se resuelven en poco tiempo y a
través de un mecanismo independiente de la NER. ANKLE1 se localiza en el citoplasma
durante la interfase debido a su sefial de exportacion nuclear (Zlopasa et al., 2016) y
es reclutado en la zona media del huso durante la citocinesis. Por lo tanto, las células
con puentes cromosomicos resueltos por ANKLE1 durante la interfase podrian haber

reclutado esta enzima antes de pasar a la interfase.

5. Resolucion de puentes cromosomicos durante la interfase

Las células que albergan puentes cromosdmicos pueden progresar a través de la
interfase del ciclo celular y, con frecuencia, exhiben un colapso de la envoltura nuclear
qgue rodea el puente. El analisis de imagenes de células vivas nos ha permitido esbozar
una secuencia de observaciones. En general, las células con puentes cromosdémicos
nacen con una envoltura nuclear no rota que rodea los nucleos primarios de las células
hijas y el puente. Mientras tanto, las dos células hijas recién nacidas migran alejandose
la una de la otra. Abruptamente, los puentes sufren NER, pero las células contindan
migrando. De repente, el puente se vuelve discontinuo. Aunque la NER precede la

rotura del puente, el momento de la aparicidon de la NER no se correlaciona con el



momento de la rotura del puente, lo que indica un posible papel facilitador de la NER

en el evento de la rotura.

Durante la interfase del ciclo celular, la resolucién de los puentes cromosdémicos
depende de su anclaje al sustrato a través de adherencias focales. Este anclaje, a su
vez, desencadena la NER y permite el reclutamiento de TREX1, una exonucleasa
citoplasmatica. Esta conclusidén se basa en cuatro observaciones. En primer lugar, los
puentes cromosdémicos a menudo muestran paxilina, un componente clave de las
adherencias focales, lo que indica su anclaje al sustrato. En segundo lugar, al reducir la
fuerza de adhesion focal a través de la inhibicién de la fosforilacién de la cadena ligera
de miosina, tanto la NER como la resolucién del puente se retrasan. Esto demuestra
que la NER y la resolucion del puente cromosdmico dependen de la adhesiéon de las
células hijas al sustrato. En tercer lugar, TREX1 se recluta solo en los puentes que
exhiben NER, lo que apoya la idea de que, tras el colapso de NE, la mayoria de los
puentes reclutan la exonucleasa TREX1 asociada a ER. En cuarto lugar, la exonucleasa
TREX1 requiere una rotura inicial para comenzar a degradar el ADN. Nuestros
resultados muestran que los puentes que exhiben BAF brillante tienen mas
probabilidades de tener DSB que los puentes BAF basales. Dada la asociacion entre el
BAF brillante y la adhesion focal, se puede inferir que la adhesién focal puede contribuir
a facilitar la muesca inicial del ADN requerida para la actividad de TREX1. En conjunto,
nuestras observaciones sugieren que la migracion de las células con puentes
cromosdémicos, junto con la presencia de adhesidn focal debajo de la cromatina puente,
puede facilitar la NER y la rotura de la molécula de ADN dentro del puente. Estos
eventos son cruciales para reclutar la exonucleasa TREX1 y para permitir la digestién

del ADN dentro de los puentes cromosémicos.

En resumen, la resolucién de los puentes cromosdémicos durante la interfase surge de
la sinergia entre los procesos mecanicos y bioquimicos. Las células que albergan
puentes cromosdmicos en la interfase se comportan como dos entidades separadas,
gue migran alejandose la una de la otra pero conectadas por el puente, a menudo
ancladas al sustrato a través de la adhesion focal. Esta combinacién de eventos inicia
la resolucién del puente durante la interfase y desencadena la NER. Posteriormente,
TREX1 es reclutado en el puente para digerir el ADN dentro de la envoltura nuclear
rota. Es importante destacar que esta exonucleasa requiere una rotura inicial, que

podria ser el resultado de adherencias focales o mecanismos alternativos.



6. Dinamica de la resolucion de los puentes cromosomicos: hacia un modelo
integrador

La comprensién predominante sostenia que la resolucién del puente es impulsada por
un solo mecanismo, ya sea dirigido por TREX1 (Maciejowski et al., 2015) o por las
fuerzas de estiramiento aplicadas por el citoesqueleto (Umbreit et al., 2020). Sin
embargo, los resultados presentados en este estudio demuestran que los puentes
cromosdémicos se resuelven a través de diversos mecanismos en diferentes etapas del
ciclo celular. En consecuencia, percibimos la resolucién de los puentes cromosémicos
como un proceso multifacético. Teniendo en cuenta que la resolucién del puente ocurre
a lo largo del ciclo celular, con cada etapa adaptada por condiciones ambientales
Unicas, no es sorprendente que observemos una variedad de mecanismos que
gobiernan la resolucién del puente (figura 1). Durante la mitosis, la rotura se produce
principalmente debido a factores mecanicos, impulsados por las fuerzas de traccion
ejercidas por el huso mitético. Ademas, algunos puentes persisten mas alla de la
telofase, y la endonucleasa ANKLE1 reclutada durante la citocinesis degrada los
puentes cromosdmicos, lo que provoca la rotura del puente. Por Ultimo, los puentes
gue no se han resuelto ni durante la mitosis por causas mecanicas ni después por
mecanismos bioquimicos pueden tener una nueva oportunidad de resolverse durante la
interfase. A pesar de estar conectadas por el puente nucleoplasmatico, las células que
nacen con puentes cromosdmicos no resueltos migran alejandose las unas de las otras.
En estas circunstancias, entendemos que la resolucién de los puentes cromosémicos
durante la interfase depende de una serie de procesos mecanicos y bioquimicos. Las
fuerzas de adhesién de los puentes al sustrato contribuyen a la rotura de NER y ADN, y
estos eventos, a su vez, facilitan la entrada de la enzima TREX para completar la

resolucion del puente.
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Comprender los diferentes mecanismos por los que los puentes se resuelven es crucial,
ya que los posibles resultados que se deriven de estos mecanismos de resolucion
pueden variar significativamente. Especulamos que, a nivel celular, la extension del
dafio en el ADN puede variar dependiendo del mecanismo involucrado. Los procesos
gue actlan de manera localizada, como las fuerzas de traccién de los microtubulos o la
actividad de ANKLE1, probablemente resulten en menos dafio en comparacién con los
mecanismos que involucran enzimas como TREX1, que degradan el ADN a lo largo del
area del puente cromosdmico que sufre la NER. A nivel del organismo, la NER conduce
a la exposicion del contenido nuclear al citoplasma, lo que puede desencadenar
consecuencias como la activacion de la proteina citosdlica de unién al ADN cGAS, que
puede iniciar la respuesta inmunitaria innata. Esta activacién es particularmente
potente cuando el cGAS interactla con el ADN que carece de organizacion de
nucleosomas (Kujirai et al., 2020), como puede ocurrir en puentes cromosdmicos. Sin
embargo, la acumulacidon de BAF (Guey et al., 2020) o TREX1 (Mohr et al., 2021; Zhou
et al., 2021) puede obstaculizar la via cGAS-STING. Por lo tanto, los puentes
cromosdmicos con BAF elevado o procesados por TREX1 también podrian impedir la
sefalizacion de cGAS. Dadas las incertidumbres, se necesita mas investigacion para

determinar si los puentes cromosdmicos con NER activan el sistema inmunitario.
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La investigacidén descrita en el proyecto de investigacién contribuye a resolver debates
de larga duracion en torno a la resolucién de puentes cromosdmicos. Este estudio
revela un modelo para la resolucién de puentes cromosdmicos, por lo que arroja luz
sobre los procesos mecanicos y bioquimicos que operan de manera dependiente del
ciclo celular. Estos hallazgos tienen implicaciones significativas para la comprensién de
la inestabilidad gendmica en las células cancerosas, en las que la presencia de puentes
cromosémicos puede contribuir a ciclos de alteraciones del ADN que culminan en

inestabilidad cromosomica.
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