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RESUMEN

Las poliaminas son metabolitos esenciales para el crecimiento de las células
eucariotas y su metabolismo estd frecuentemente desregulado en cancer y otras
enfermedades hiperproliferativas. Una de las dianas moleculares de las poliaminas es
el factor de elongacion de la traduccion elF5A, una proteina esencial y conservada

evolutivamente.

elF5A es la unica proteina celular conocida que contiene el aminoacido inusual
hipusina, que deriva de la poliamina espermidina. En humanos existen dos isoformas,
elF5A1 y elF5A2. EIF5A2 se encuentra en el cromosoma 3926, una region
frecuentemente amplificada en muchos tumores, y estd altamente expresada en
carcinoma colorectal, cancer de ovario, cancer de vejiga, carcinoma hepatocelular,
cancer de pulmoén no microcitico (CPNM), cancer de pancreas, carcinoma de células
escamosas esofagicas, y cancer gastrico. elF5A2 es esencial para el mantenimiento de

la proliferacion celular y su inhibicion la suprime en muchos tumores.

Recientemente se ha correlacionado la sobreexpresién de elF5A2 con la invasion y
como biomarcador de mal prondstico en algunos canceres, incluido el CPNM y se ha
observado que elF5A2 induce la transicién epitelio-mesenquimal (EMT) en CPNM. La
EMT es un proceso complejo y reversible que induce la diferenciacion de las células
epiteliales a células mesenquimales migrantes con capacidad de invasién. Numerosos
estudios han demostrado que la EMT esta relacionada con la progresion del cancer,
metastasis y mal prondstico en muchos tumores. Por tanto, la determinacion de un
método eficaz para inhibir la EMT en CPNM podria mejorar significativamente los

regimenes de los tratamientos actuales.

La naturaleza altamente selectiva de la hipusinacion de elF5A2 y su susceptibilidad
a la inhibiciéon farmacoldgica hacen de este proceso una diana terapéutica muy atractiva.
Actualmente, se dispone de un analogo de poliamina, denominado GC7, que se utiliza
para inactivar la reaccién de hipusinacion y se ha demostrado que inhibe el crecimiento
de células cancerosas. Sin embargo, GC7 no es suficientemente selectivo y produce
algunos efectos secundarios, ademas de que su biodisponibilidad esta afectada por las
poliaminooxidasas presentes en la sangre. Es por ello que no se utiliza en ensayos
clinicos actualmente y es necesario realizar mas estudios para identificar inhibidores

mas especificos de la hipusinacion.

El presente trabajo de tesis doctoral tiene como objetivo caracterizar el papel
patolégico de elF5A2 en el desarrollo del CPNM. Para ello, hemos estudiado, mediante

alteraciones genéticas por silenciamiento y sobreexpresion, el papel de elF5A2 en la



proliferacion, motilidad e invasidon celular utilizando lineas celulares de cancer de
pulmon. Para comprender mejor las condiciones fisiolédgicas del microambiente tumoral,
hemos utilizado la activacién ectopica de la EMT mediante la aplicacion de TGFB1. Asi
mismo, se ha estudiado el efecto del inhibidor GC7 en lineas celulares de CPNM vy
modelos murinos para determinar si aumenta la quimiosensibilidad de las células,
previene o revierte la EMT, y reduce la migracién y la invasion de células de CPNM. Por
ultimo, se ha analizado la correlacién entre la expresion de elF5A2, las variables clinico-
patolégicas y la supervivencia de los pacientes, en una coleccion de muestras de
pacientes con CPNM. Los resultados obtenidos sugieren la existencia de una regulacion
entre las isoformas elF5A1 y elF5A2 para compensar la expresion de ambos
homodlogos. Ademas, nuestros datos apuntan a una coordinacion temporal y posicional
entre las vias TGFB1 y elF5A2 para impulsar la traduccion requerida de proteinas para
los reordenamientos del citoesqueleto y las caracteristicas de motilidad de las células

cancerosas invasivas.

Mediante experimentos llevados a cabo con modelos de ratén in vivo, demostramos
que los tumores generados mediante xenotrasplante de células que sobreexpresan
elF5A2 tienen mayor capacidad invasiva. Finalmente, mostramos la existencia una
correlacion positiva entre la expresion de elF5A2 y el marcador de proliferacion Ki67 en
tejido de tumores de CPNM, y que la tasa de supervivencia es menor en aquellos

pacientes que expresaban altos niveles de elF5A2.

Todos los resultados obtenidos en este trabajo confirman que elF5A2 podria ser
empleado como un biomarcador de mal prondstico en CPNM vy su inhibicién
farmacoldgica podria emplearse como una posible herramienta terapéutica, sola o en
combinacion con otros farmacos, en aquellos casos en los que elF5A2 se encuentre

sobreexpresado.



ABSTRACT

Polyamines are essential metabolites for eukaryotic cells growth, and their
metabolism is frequently deregulated in cancer and other hyperproliferative diseases.
One of the molecular targets of polyamines is the translation elongation factor elF5A, an

essential and evolutionarily conserved protein.

elF5A is the only cellular protein known that contains the unusual amino acid
hypusine, which is derived from the polyamine spermidine. In humans there are two
isoforms, elF5A1 and elF5A2. EIF5A2 is located on chromosome 326, a region
frequently amplified in many tumors, and is highly expressed in colorectal carcinoma,
ovarian cancer, bladder cancer, hepatocellular carcinoma, non-small cell lung cancer
(NSCLC), pancreatic cancer, carcinoma of the esophageal squamous cells and gastric
cancer. elF5A2 is essential for the maintenance of cell proliferation and its inhibition

suppresses it in many tumors.

Recently, elF5A2 overexpression has been correlated with invasion and as a
biomarker of poor prognosis in NSCLC, and it has been observed that elF5A2 induces
epithelial-mesenchymal transition (EMT) in some cancers, including NSCLC. EMT is a
complex and reversible process that induces the differentiation of epithelial cells into
migrant mesenchymal cells with invasive capacity. Numerous studies have shown that
EMT is related to cancer progression, metastasis, and poor prognosis in many tumors.
Therefore, the determination of an effective method to inhibit EMT in NSCLC could

significantly improve current treatment regimens.

The highly selective nature of elF5A2 hypusination and its susceptibility to
pharmacological inhibition make this process a very attractive therapeutic target.
Currently, a polyamine analog, called GC7, is available and is used to inactivate the
hypusination reaction and has been shown to inhibit cancer cell growth. However, GC7
is not sufficiently selective and produces some side effects, in addition to the fact that its
bioavailability is affected by polyamine oxidases present in the blood. For this reason, it
is not currently used in clinical trials and more studies are needed to identify more specific

inhibitors of hypusination.

The objective of this doctoral thesis is to characterize the pathological role of elF5A2
in the development of NSCLC. For this, we have studied, through genetic alterations by
silencing and overexpression, the role of elF5A2 in cell proliferation, motility and invasion
using lung cancer cell lines. To better understand the physiological conditions of the
tumor microenvironment, we have used the ectopic activation of EMT by the application
of TGFB1. Likewise, the effect of the GC7 inhibitor in NSCLC cell lines and murine



models has been studied to determine if it increases the chemosensitivity of cells,
prevents or reverses EMT, and reduces migration and invasion of NSCLC cells. Finally,
the correlation between the expression of elF5A2, clinicopathological variables and
patient survival has been analyzed in a collection of samples from patients with NSCLC.
The results obtained suggest the existence of a regulation between the elF5A1 and
elF5A2 isoforms to compensate the expression of both homologues. Furthermore, our
data point to a temporal and positional coordination between the TGFB1 and elF5A2
pathways to drive the required translation of proteins for cytoskeletal rearrangements

and motility characteristics of invasive cancer cells.

Through experiments carried out with in vivo mouse models, we demonstrate that
tumors generated by xenotransplantation of cells that overexpress elF5A2 have a
greater invasive capacity. Finally, we show the existence of a positive correlation
between the expression of elF5A2 and the proliferation marker Ki67 in NSCLC tumor
tissue, and that the survival rate is lower in those patients who expressed high levels of
elF5A2.

All the results obtained in this work confirm that elF5A2 could be used as a biomarker
of poor prognosis in NSCLC and its pharmacological inhibition could be used as a
possible therapeutic tool, alone or in combination with other drugs, in those cases in

which elF5A2 is found overexpressed.



RESUM

Les poliamines son metabolits essencials per al creixement de les cél-lules
eucariotes i el seu metabolisme esta frequentment desregulat en cancer i altres malalties
hiperproliferatives. Una de les dianes moleculars de les poliamines és el factor

d'elongacié de la traduccié elF5A, una proteina essencial i conservada evolutivament.

elF5A és I'unica proteina cel-lular coneguda que conté I'aminoacid inusual hipusina,
que deriva de la poliamina espermidina. En humans hi ha dues isoformes, elF5A1 i
elF5A2. EIF5A2 es troba al cromosoma 326, una regio freqientment amplificada en
molts tumors, i que esta altament expressada en carcinoma colorectal, cancer d'ovari,
cancer de bufeta, carcinoma hepatocel-lular, cancer de pulmé no microcitic (CPNM),
cancer de pancrees, cél-lules escamoses esofagiques i cancer gastric. elF5A2 és
essencial per al manteniment de la proliferacié cel-lular i la seva inhibicio la suprimeix

en molts tumors.

Recentment s'ha correlacionat la sobreexpressié d'elF5A2 amb la invasié i com a
biomarcador de mal prondstic a CPNM i s'ha observat que elF5A2 indueix la transicicié
epiteli-mesenquima (EMT) a alguns cancers, entre els quals es troba el CPNM. L'EMT
és un procés complex i reversible que indueix la diferenciacié de les cél-lules epitelials
a cél-lules mesenquimals migrants amb capacitat d'invasio. Nombrosos estudis han
demostrat que I'EMT esta relacionada amb la progressio del cancer, la metastasii el mal
pronostic en molts tumors. Per tant, la determinacié d'un métode eficag per inhibir 'EMT

a CPNM podria millorar significativament els régims dels tractaments actuals.

La naturalesa altament selectiva de la hipusinacio d'elF5A2 i la susceptibilitat a la
inhibicié farmacologica fan d'aquest procés una diana terapéutica molt atractiva.
Actualment, es disposa d'un analeg de poliamina, anomenat GC7, que s'utilitza per
inactivar la reaccio d'hipusinacié i s'ha demostrat que inhibeix el creixement de ceél-lules
canceroses. No obstant aixd, GC7 no és prou selectiu i produeix alguns efectes
secundaris, a més que la seva biodisponibilitat esta afectada per les poliaminooxidases
presents a la sang. Es per aixd que actualment no s'utilitza en assaigs clinics i cal fer

més estudis per identificar inhibidors més especifics de la hipusinacié.

Aquest treball de tesi doctoral té com a objectiu caracteritzar el paper patologic d'elF5A2
en el desenvolupament del CPNM. Per aixd, hem estudiat, mitjangant alteracions
genetiques per silenciament i sobreexpressio, el paper d'elF5A2 en la proliferacio, la
motilitat i la invasid cel-lular utilitzant linies cel-lulars de cancer de pulmd. Per
comprendre millor les condicions fisiologiques del microambient tumoral, hem fet servir

I'activacié ectopica de 'EMT mitjangant I'aplicacié de TGFB1. Aixi mateix, s'ha estudiat



I'efecte de l'inhibidor GC7 en linies cel-lulars de CPNM i models murins per determinar
si augmenta la quimiosensibilitat de les cél-lules, prevé o reverteix 'EMT i redueix la
migracio i la invasio de cel-lules de CPNM. Finalment, s'ha analitzat la correlacié entre
I'expressié d'elF5A2, les variables clinicopatologiques i la supervivéncia dels pacients
en una col-lecci6 de mostres de pacients amb CPNM. Els resultats obtinguts
suggereixen que hi ha una regulacié entre les isoformes elF5A1 i elF5A2 per compensar
I'expressié dels dos homolegs. A més, les nostres dades apunten a una coordinacié
temporal i posicional entre les vies de TGFB1 i elF5A2 per impulsar la traduccié
requerida de proteines per als reordenaments del citosquelet i les caracteristiques de

motilitat de les cél-lules canceroses invasives.

Mitjangcant experiments duts a terme amb models de ratoli in vivo, demostrem que els
tumors generats mitjangant xenotrasplantament de cél-lules que sobreexpressen
elF5A2 tenen més capacitat invasiva. Finalment, mostrem l'existéncia una correlacio
positiva entre I'expressié d’elF5A2 i el marcador de proliferacié Ki67 en teixit de tumors
de CPNM, i que la taxa de supervivéncia és menor en aquells pacients que expressaven
alts nivells d’elF5A2.

Tots els resultats obtinguts en aquest treball confirmen que elF5A2 podria ser emprat
com un biomarcador de mal prondstic a CPNM i la seva inhibicié farmacologica podria
utilitzar-se com una possible eina terapéutica, sola o en combinacié amb altres farmacs,

en aquells casos en qué elF5A2 es trobe sobreexpressat.
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INTRODUCCION



1. Poliaminas

Las poliaminas son compuestos organicos policationicos que se encuentran en
todos los organismos vivos. Se sintetizan a través de la L-ornitina o mediante la
descarboxilacion de aminoacidos (Sagar et al. 2021). Son esenciales para el crecimiento
celular y estan implicadas en funciones criticas como el desarrollo embrionario, la

diferenciacion y la proliferacién (Novita Sari et al. 2021).

Los primeros estudios realizados que las identificaron los realizé Antonie van
Leeuwenhoek en 1678, cuando observo una sustancia cristalina a partir de una muestra
de semen seco humano. No fue hasta 1924 que Roshenheim consiguio sintetizar la
putrescina, la espermina y la espermidina, dando inicio a una nueva era en los estudios

de las poliaminas (Bachrach 2010).

1.1. Tipos y estructura

Las poliaminas que se producen en mamiferos son tres, la putrescina, la espermina
y la espermidina. Ademas de estas, en plantas y bacterias se sintetiza la agmatina, que
aunque esta presente en la flora intestinal, no esta claro que tenga una funcién biolégica
importante (Pegg 2009).

Las poliaminas con compuestos alifaticos de bajo peso molecular, que contienen
grupos amino repartidos a lo largo de su cadena y estan cargadas positivamente a pH
fisiolégico (Novita Sari et al. 2021). La putrescina es una diamina, al contener dos grupos
amino. La espermidina es una triamina, al tener tres grupos amino en su estructura. Por

ultimo, la espermina se clasifica como una tetramina, al contener cuatro grupos amino
(Fig. 1).



_CH, CH, _CH, _CH,_ _NHg? _CH, NHy*

Espermina ~ ) “ - y - “~ ; “
P NH.* CH, NH;* CH, CH, CH, CH,

Espermidina - N N . "
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Putrescina . e N
NH,* CH; CH;

Figura 1. Estructura de las poliaminas.

1.2. Metabolismo de las poliaminas

En el metabolismo de las poliaminas se incluyen aquellas reacciones que dan lugar

a su biosintesis, su catabolismo y su transporte.

En primer lugar, la sintesis de las poliaminas ocurre en el citoplasma celular. Se
sintetizan a partir de los aminoacidos metionina y arginina, que se ingieren en la comida.
Por un lado, la enzima arginasa descompone la arginina para dar lugar a la ornitina. La
ornitina también puede producirse como un producto del ciclo de la urea. Esta ornitina
es entonces descarboxilada por la ornitina descarboxilasa (ODC) produciendo la
putrescina, poliamina precursora de la espermidina y la espermina. Por otro lado, la
metionina se transforma en S-adenosil-L-metionina (AdoMet), que se descarboxila por
la enzima AMD1 para generar el residuo DcAdoMet. Este residuo es empleado por la
espermidina sintasa (SRM) para transferir su grupo aminopropil a la putrescina,
generando asi la espermidina. La adiccion a la espermidina de un nuevo grupo
aminopropil del residuo DcAdoMet por la espermina sintasa (SMS) da lugar a la
espermina (Pegg 2009; Miller-Fleming et al. 2015; Sagar et al. 2021; Novita Sari et al.
2021).

Una vez sintetizadas, las poliaminas son transportadas a través de sistemas
especificos de transporte de poliaminas (PTS), que requieren gasto energético y son
saturables y dependientes de concentracion, tiempo y temperatura (Palmer and Wallace
2009). Estos PTS no se han descrito completamente, pero algunos de los sistemas
implicados son el transportador de membrana SLC22A1, que ayudaria a la captacion de
poliaminas al interior de la célula, y la proteina MDR1 de la superfamilia de
transportadores dependientes de ATP, que intervendria en la salida de moléculas
similares a las poliaminas (Abdulhussein and Wallace 2013). Mediante estos canales

también pueden entrar poliaminas a las células, lo que aumentara la cantidad de



poliaminas disponibles y activara al antizima (AZ) que a su vez inhibe la enzima ODC,

deteniendo asi la sintesis de mas poliaminas.

Finalmente, los mecanismos catabdlicos existentes en el metabolismo de las
poliaminas permiten que las poliaminas superiores vuelvan a transformarse en sus
precursores, putrescina y espermidina. La espermina se oxida en espermidina mediante
la accién de la espermidina oxidasa (SMOX). Ademas, a través de las enzimas
espermina/espermidina N1-acetiltransferasa (SSAT), la espermina y la espermidina
pueden acetilarse y secretarse al espacio extracelular, o bien convertirse en espermidina
o putrescina mediante la enzima N1-acetilpoliamina oxidasa peroxisomal (PAOX)
(Battaglia et al. 2014; Novita Sari et al. 2021).

Un resumen de las rutas detalladas se muestra esquematizado en la Figura 2.

CMetabolismo dela melionina) C Metabolismo de la arginina )
Arginina
L-Metionina
Urea ENTRADA
v
v L-ornitina
AdoMet

AZIN1

T
/ J Poliaminas
@

(Bosieis)

Putresé'ina Catabolismo

dcAdoMet Espermidina — » N-acetilespermidina

i N-acetilespermina
i / SALIDA
Espermina /” "4CoA

Acetil-CoA

Citoplasma ECM

Figura 2. Esquema del metabolismo de las poliaminas. En ¢él se indican las rutas que
participan en la biosintesis, el catabolismo y el transporte de las poliaminas. Creado con

BioRender.com, basada en (Novita Sari et al. 2021).



1.3. Funciones de las poliaminas

Los procesos en los cuales las poliaminas estan implicadas incluyen la diferenciacion
y proliferacion celular, la regulacién génica, la sefalizacion celular, la apoptosis y la

traduccion (Sagar et al. 2021).

En primer lugar, las poliaminas son necesarias para la correcta proliferacion celular.
Los tejidos de rapido crecimiento tienen un mayor contenido en poliaminas. Sefiales
regenerativas y estimulos hormonales que promueven el crecimiento activan la sintesis
de poliaminas (Pegg 2016). Ademas, la eliminacion de la espermidina y la espermina
aumenta la actividad de la enzima SSAT y provoca la disminucion de la viabilidad celular

y un paro en el crecimiento, induciendo la apoptosis (Mandal, Mandal, and Park 2015).

Por otro lado, las poliaminas son moléculas que a pH fisiolégico estan cargadas
positivamente, por lo que pueden unirse a grupos acidos de macromoléculas como
proteinas, acidos nucleicos y fosfolipidos de membrana (Pegg 2009). Las poliaminas
estan implicadas en la regulacion génica a través de multitud de procesos, como pueden
ser la condensacion de la cromatina o la conformacion del ADN. Una elevada cantidad
de poliaminas en la célula puede provocar la solubilizacién de la cromatina, haciendo
accesible la cadena de ADN a la unién con la maquinaria de transcripcién y replicacion.
También se ha visto que son capaces de activar la quinasa CK2 que, entre otras,

fosforila proteinas como c-myc y p53 (Childs, Mehta, and Gerner 2003).

Las poliaminas también juegan un papel importante en la regulaciéon de canales
ionicos de transporte, como pueden ser los canales del receptor de glutamato, que
median la transmision sinaptica de sefales excitadoras en el cerebro; los canales Kir,
que regulan la cantidad de potasio dentro de las células y el potencial de membrana y

otros canales relacionados con el transporte de sodio o calcio intracelular (Pegg 2009).

Por ultimo, las poliaminas actian sobre la maquinaria de traduccion para estimular la
sintesis de proteinas. Intervienen en la regulacion de la traduccion de mRNAs que
codifican proteinas clave en procesos metabdlicos y regulatorios, como la antizima (AZ),
el inhibidor 1 de la antizima (AZIN1) o la S-adenosilmetionina descarboxilasa
(AdoMetDC) (Dever and Ilvanov 2018). Ademas, la espermidina sirve como precursor
para la modificacion post-traduccional del factor de traduccién elF5A, necesario para la
traduccién de proteinas dificiles de traducir por su rigidez, como son las proteinas con
motivos de prolinas consecutivas en su secuencia. Esta modificacion post-traduccional
inusual se conoce como hipusinacion. Para que ocurra, la espermidina transfiere su
residuo aminobutilo a la lisina 50 de elF5A, generando el aminoacido hipusina, en una

reaccion enzimatica que es imprescindible para la actividad de elF5A (M. H. Park and



Wolff 2018). Mas adelante en este trabajo se profundizara sobre esta modificacién post-

traduccional y el papel de elF5A en la sintesis de proteinas.

1.4. Poliaminas y cancer

Los niveles de poliaminas, asi como de las enzimas que intervienen en su sintesis,
estan frecuentemente desregulados en varios tipos de cancer, asociandose su aumento
con un mayor crecimiento tumoral en canceres como el de préstata, pulmén, mama o
colorrectal, entre otros (Arruabarrena-Aristorena, Zabala-Letona, and Carracedo 2018).
De esta forma, el exceso de poliaminas se acumula en las células tumorales, tejidos,
orina y el suero de pacientes con cancer, lo que ha permitido que se empleen como

marcador de diagnostico (Novita Sari et al. 2021; M. H. Park and Igarashi 2013).

Esta desregulacion positiva, llevo a investigar la ruta de las poliaminas como posible
via terapéutica, estudiando inhibidores de las proteinas que intervienen en su
metabolismo o sintetizando analogos de poliaminas. El primero que se testé fue un
inhibidor de la ODC, el a-difluorometilornitina (DMFO). Pese a que se realizaron ensayos
in vitro en los que se tuvo éxito inhibiendo el crecimiento de varias lineas celulares de
cancer, en ensayos in vivo resulté ineficaz, tanto solo como en combinacién con otros
farmacos. También se han testado varios inhibidores de la adenosilmetionina
descarboxilasa, algunos de los cuales han llegado a emplearse en ensayos clinicos en
fase | y fase Il. Respecto a los analogos sintéticos de poliaminas, lo que se busca es
que sean capaces de interrumpir la sintesis natural de las poliaminas y puedan competir
con ellas por su absorcion celular, reduciendo la cantidad de poliaminas presente en las
células, siendo lo suficientemente distintos a las poliaminas como para no impedir a las
poliaminas realizar sus funciones. Existen analogos de primera, segunda y tercera
generacion, que han mostrados resultados positivos como agentes antiproliferativos y
como causantes de apoptosis celular, aunque ninguno ha sido exitoso en ensayos

clinicos por el momento (Damiani and Wallace 2018).

Otra de las estrategias en las que se han utilizado las poliaminas para el disefio de
tratamientos contra el cancer, es emplearlas como vehiculos para la distribucién de
farmacos. La captacion de poliaminas a través de los PTS es mayor en células
tumorales, y ademas, los PTS no se restringen a las poliaminas naturales, si no que
aceptan otras moléculas como analogos o poliaminas conjugadas con farmacos que

sean estructuralmente similares a las poliaminas naturales (Novita Sari et al. 2021).

En el ambito de la quimioprevencion como estrategia en aquellas personas que

tienen un riesgo elevado de padecer ciertos canceres, interferir en el metabolismo de
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las poliaminas ha resultado ser una herramienta efectiva. En este aspecto, el farmaco
mas empleado es el DFMO, que solo, o en combinacion con otros farmacos esteroideos
o antiinflamatorios, ha demostrado tener éxito en la prevencion de canceres como el de

colon, préstata, piel y neuroblastomas (Damiani and Wallace 2018).

Por ultimo, ademas de la relacion entre las poliaminas y el cancer, cabe mencionar
que existen numerosos estudios que indican el posible papel que pueden tener las
poliaminas, su metabolismo y su abundancia, en procesos como el estrés y la memoria

o en enfermedades como Alzheimer, Huntington o Parkinson (Sagar et al. 2021).

2. Cancer

El cancer es el término general que se emplea para hacer referencia a un conjunto
de enfermedades en las cuales las células dejan de responder a las sefales que
normalmente dirigen su comportamiento y empiezan a dividirse descontroladamente,
generando masas tumorales y pudiendo invadir tejidos adyacentes o diseminarse a
otras partes del cuerpo en un proceso conocido como metastasis (World Health

Organization 2022; National Cancer Institute at the National Institutes of Health 2021).

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Actualmente,
se conocen mas de 100 tipos distintos de cancer, que se nombran normalmente en
funcion del 6rgano o tejido donde se origina el tumor primario. Los mas comunes en
2022, en funcién de los nuevos casos diagnosticados son los de mama, pulmoén,
colorrectal, prostata, de piel y estdbmago, siendo el de pulmén el causante del mayor

numero de muertes asociadas al cancer (World Health Organization 2022).

2.1. Rasgos distintivos

En el afio 2000, Hanahan y Weinberg (Hanahan and Weinberg 2000) publicaron un
trabajo seminal en el que revisaban y describian aquellas propiedades que caracterizan
las células del cancer y las clasificaron en seis rasgos distintivos o hallmarks. Esta
revision fue ampliada en el afio 2011 (Hanahan and Weinberg 2011), donde se
incluyeron dos caracteristicas que resultaban favorables para el desarrollo y la
progresion del cancer y dos nuevos hallmarks. Recientemente, en 2022, Hanahan
(Hanahan 2022) ha publicado una nueva revision en la que amplia sus trabajos
anteriores en dos caracteristicas promotoras mas y dos rasgos distintivos de las células

tumorales (Fig. 3).
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Figura 3. Rasgos distintivos y caracteristicas promotoras del cancer. Modificada de
(Hanahan 2022).

Los rasgos distintivos se describen como las capacidades funcionales que adquieren
las células al convertirse en células tumorales. Segun Hanahan y Weinberg, son diez. A
continuacion, se describen brevemente los detalles mas importantes de estas

caracteristicas y rasgos distintivos de las células cancerosas:

e Senalizacion proliferativa sostenida

Los tejidos y células normales controlan estrictamente la produccion de sefiales de
crecimiento y division celular, con el fin de garantizar una adecuada homeostasis del
numero de células, manteniendo asi el correcto funcionamiento y organizacién de los
tejidos. Por el contrario, las células tumorales son capaces de desregular estas sefiales
promoviendo su proliferacion crénica. Las células tumorales emplean varios
mecanismos para alcanzar este punto, como la secrecion de factores de crecimiento por
ellas mismas o por células de su entorno a las que estimulan, aumentando el numero

de receptores en su membrana, modificando los receptores para que puedan activarse



independientemente del ligando, activando de manera constitutiva componentes de las
rutas de sefalizacion que actuan tras la activacion de los receptores o evadiendo las
sefales negativas que atenuan la proliferacién (Lemmon and Schlessinger 2010;
Witsch, Sela, and Yarden 2010).

e Evasion de sefales supresoras del crecimiento

Los supresores tumorales actuan de diversas formas para limitar el crecimiento y la
proliferacién celular, y las células tumorales son capaces de inactivarlos o evadir su
sefalizacién para continuar proliferando. Entre estos supresores tumorales destacan la
proteina del retinoblastoma (pRb) y la proteina tumoral 53 (p53). pRb recibe senales
extracelulares e intracelulares y decide si una célula debe continuar con su ciclo celular
o no (Lipinski and Jacks 1999). Por su parte, p53 recibe informacion del interior celular,
detectando anomalias como dafios en el genoma o condiciones subdptimas en los
niveles de glucosa u oxigeno, deteniendo el ciclo celular cuando es necesario (Lane
1992). Ademas de evadir a estos supresores tumorales, las células tumorales emplean
otras herramientas para evitar este tipo de sefales inhibidoras del crecimiento, como
evadir las senales de inhibicién del crecimiento generadas por contacto célula-célula en
poblaciones celulares de alta densidad o el cambio en la actividad del factor de
crecimiento transformante beta (TGFB), que pasa de tener efectos antiproliferativos a
promover la proliferacién y la transicion epitelio-mesénquima (EMT) en estados mas

avanzados de los tumores.

¢ Resistencia a la muerte celular

La muerte celular programada mediante apoptosis supone una barrera contra el
desarrollo del cancer. La apoptosis puede inducirse mediante sefiales extracelulares
que activan la respuesta extrinseca, o mediante sefales intracelulares que activan la
respuesta intrinseca. En ambos casos, se produce la activacién de las caspasas 8 y 9
respectivamente, que inician la cascada proteolitica que lleva a la desintegracién de la
célula. Las células tumorales son capaces de esquivar la apoptosis mediante varios
mecanismos, como la sobreexpresién del inhibidor de apoptosis BCL-2 o mutaciones en
p53 que inhiben su actividad pro-apoptoética, permitiendo asi que células tumorales con
mutaciones o ADN danado puedan seguir acumulandose, fomentando también el

aumento de la resistencia a la quimioterapia (Strasser and Vaux 2020).



¢ Induccion de la angiogénesis

El desarrollo de la vasculatura es un proceso muy importante durante la
embriogénesis, que implica la unién de células endoteliales en tubos (vasculogénesis)
y la creacion de nuevos vasos a partir de los ya existentes (angiogénesis). En etapas
adultas, aparte de para procesos como el cierre de heridas o durante el ciclo
reproductivo femenino, estos procesos permanecen quiescentes. Sin embargo, la alta
tasa proliferativa de las células tumorales hace que estas requieran del aporte continuo
de nutrientes y oxigeno, asi como de poder eliminar deshechos metabdlicos, por lo que
el proceso de angiogénesis esta continuamente activo. En esto, el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) juega un papel clave, y la liberacion de otros factores como
angiopoyetinas o el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) también estan
implicados en la activacion de la angiogénesis. Sin embargo, la rapidez con la que se
desarrollan estos nuevos vasos afecta a su maduracién, por lo que suelen ser vasos
defectuosos. Esto implica modificaciones en el microambiente tumoral (TME),
desarrollando hipoxia, la disminuciéon de la infiltracién y la actividad de las células
inmunitarias y un mayor riesgo de diseminacién metastasica (Viallard and Larrivée
2017).

e Activacion de la invasion y la metastasis

La invasion y metastasis es un proceso complejo que engloba multitud de pasos, en
lo que se conoce como la cascada de invasidn-metastasis. En primer lugar, las células
tumorales son capaces de invadir localmente el tejido que las rodea, intravasar en los
vasos sanguineos y linfaticos cercanos y alcanzar puntos lejanos del organismo. Estas
células podran entonces extravasar los vasos y penetrar en el parénquima de estos
tejidos lejanos, generando pequefios nddulos de células conocidos como
micrometastasis. Finalmente, estos ndédulos crecen colonizando el tejido y formando
tumores. Un proceso clave en el desarrollo de estos procesos es la EMT, mediante la
cual las células epiteliales son capaces de adquirir caracteristicas mesenquimales a
través de varias etapas celulares. La EMT esta asociada con la iniciacion tumoral, la
invasion, la metastasis y la resistencia a terapias anticancerigenas (Pastushenko and

Blanpain 2019). Sobre ella se hablara en profundidad en el apartado 3 de este trabajo.

¢ Inmortalidad replicativa

Las células normales pueden llevar a cabo un numero limitado de ciclos de
crecimiento y divisién, tras los cuales las células pueden entrar, o bien en un periodo

irreversible de senescencia, en el cual las células son viables, pero no proliferan o entran
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en una fase de crisis que conduce a la muerte celular. En esta limitacion del numero de
divisiones esta muy implicada la longitud de los telémeros, que protegen el extremo de
los cromosomas y se van acortando en las distintas rondas de divisién, hasta que son
incapaces de proteger el ADN de los cromosomas. Las células tumorales han
desarrollado mecanismos para mantener la longitud de los teldbmeros y asi evitar la
senescencia y/o apoptosis y poder dividirse de manera indefinida. Estos mecanismos
implican la expresién constitutiva de la enzima telomerasa y la activacion de la via
alternativa de alargamiento de los telébmeros, basada en procesos de recombinacion
homologa dependiente de intercambios o dependiente de la sintesis de ADN telomérico
(de Vitis, Berardinelli, and Sgura 2018).

e Evasion del sistema inmune

Las células y tejidos estan siendo vigilados constantemente por el sistema inmune,
que es capaz de reconocer y eliminar cualquier célula que detectan como una amenaza
para el organismo, incluyendo la mayoria de las células tumorales que forman parte de
los tumores nacientes. Por tanto, los tumores solidos que acaban teniendo lugar en el
organismo han sido capaces de evadir esta vigilancia de alguna forma. La supresién de
la inmunidad tumoral y la creacién de un entorno inmunosupresor parece ser una
caracteristica propia de las células madre tumorales (CSC), que son capaces de
fomentar este entorno mediante distintos mecanismos como el fallo en la presentacién
de antigenos, la regulacion positiva de ligandos inhibidores de células Natural Killer o la
secrecion de inmunosupresores como TGFf, IL-6 y CCL20, entre otros (Tsuchiya and
Shiota 2021).

e Desregulacion del metabolismo energético

Las células tumorales deben ajustar su metabolismo energético para poder atender las
necesidades metabdlicas que conllevan su proliferacion y crecimiento sostenido. Para
ello, las células tumorales reprograman su metabolismo de la glucosa, y en vez de
emplear la glicdlisis como las células normales, emplean la via glicolitica anaerdbica
para obtener energia, incluso en presencia de oxigeno, en un fenébmeno conocido como
el “efecto Warburg” (Liberti and Locasale 2016). La desregulacién de vias oncogénicas
0 supresoras de tumores como las de PI3K-AKT, Myc y Hippo median la expresion
génica de genes relacionados con el metabolismo, aumentando asi la actividad de
enzimas metabdlicos. Ademas, la desregulacion de otras vias metabdlicas contribuye a

fallos en la transduccién de senales celulares, proporcionando energia, potencial redox
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y los componentes necesarios para la proliferaciéon celular sin restricciones (Jae Hyung
Park, Pyun, and Park 2020) .

¢ Plasticidad fenotipica

Durante la progresion del cancer, las células tumorales sufren cambios moleculares
y fenotipicos que se denominan en conjunto plasticidad celular, que permiten a las
células revertir su estado de célula diferenciada y adquirir caracteristicas de CSC. Estos
cambios se producen en respuesta a sefales en el TME o alteraciones genéticas y
epigenéticas, y contribuyen a la heterogeneidad tumoral y por tanto, a que su tratamiento
sea mas complejo. Los procesos que dan lugar a esta plasticidad celular son tres. La
desdiferenciacién hace referencia a la readquisicion de caracteristicas de célula
progenitora por parte de células ya diferenciadas. En segundo lugar, el bloqueo de la
diferenciacion impide que células parcialmente diferenciadas continien su progreso
hacia una diferenciacion completa. Finalmente, la transdiferenciacion, en la cual células
ya diferenciadas son capaces de cambiar a otro tipo células también diferenciado (Yuan,
Norgard, and Stanger 2019; Gupta et al. 2019).

e Senescencia celular

Generalmente, la senescencia celular se refiere a un estado irreversible en el cual
células dafiadas ya no pueden continuar dividiéndose. En esta condicidn, las células
sufren una serie de cambios como son una detencion prolongada del ciclo celular,
modificaciones transcripcionales, cambios morfolégicos y en el metabolismo y la
activacion de un fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP). La senescencia
juega un papel doble en el cancer, ya que en determinadas condiciones puede suponer
un efectivo supresor tumoral al bloquear la proliferacion de células dafadas. Pero por
otro lado, el SASP puede promover la progresién del cancer al inducir el crecimiento de
células preneoplasicas y modificar el TME. Por ejemplo, mediante la activacion de
proteasas que degradan la matriz extracelular (ECM) se favorece la invasién y la

motilidad celular (Roger, Tomas, and Gire 2021).

Por otro lado, las caracteristicas promotoras que impulsan a las células a adquirir

estos rasgos son cuatro:
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¢ Inestabilidad gendémica

La inestabilidad gendmica se define como el aumento de la frecuencia mutacional
en el genoma. En tejidos normales, existen mecanismos capaces de detectar y resolver
estos fallos en el ADN, manteniendo la tasa de mutaciones baja a lo largo de las distintas
generaciones. Sin embargo, las células tumorales tienen defectos en estos sistemas, lo
que permite la acumulacion de mutaciones, llevando a las células a su proliferacion
descontrolada y por tanto, a un aumento de su supervivencia y la progresién del cancer

(H. Li, Zimmerman, and Weyemi 2021).

¢ Inflamacion

La presencia de células del sistema inmune en todos los tipos de tumores, de
pequenas infiltraciones a grandes inflamaciones visibles mediante técnicas
histoquimicas, es algo generalizado. Sefales inflamatorias puntuales y agudas
pretenden activar el sistema inmune innato y la respuesta adaptativa con el fin de dar
una respuesta terapéutica y eliminar las células tumorales. Sin embargo, la inflamacién
puede cronificarse y las células tumorales contindan liberando al TME factores de
crecimiento, factores pro-angiogénicos, factores de supervivencia, enzimas que
modifican la matriz o especies reactivas de oxigeno que tienen un efecto mutagénico en
las células cercanas. Esto tiene un efecto patolégico en el tejido, favoreciendo la
adquisicion de diferentes hallmarks por las células tumorales, promoviendo asi la
supervivencia, proliferacion, invasion, metastasis o quimioresistencia tumoral (Singh et
al. 2019).

¢ Reprogramacién epigenética

Los cambios epigenéticos en el ADN son modificaciones que no afectan a la
secuencia de ADN pero que estabilizan la expresion génica a lo largo de las diferentes
etapas celulares, facilitando la respuesta a senales ambientales o del desarrollo. Estos
cambios incluyen modificaciones en los genes, las histonas y la estructura de la
cromatina. Con relacion al cancer, un estado restrictivo de la cromatina puede impedir
la correcta induccidén de genes supresores de tumores o, por el contrario, un estado
permisivo de la cromatina puede activar oncogenes o funciones celulares no fisioldgicas,
contribuyendo en ambos casos a la patogénesis del cancer (Flavahan, Gaskell, and
Bernstein 2017). Asi, las modificaciones epigenéticas suponen una herramienta distinta
a la inestabilidad genémica y las mutaciones para conseguir una mayor plasticidad

celular y que las células tumorales alcancen los distintos rasgos distintivos del cancer.
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¢ Microbiomas polimorficos

Se conocen pocos microbios que causen cancer directamente, pero existen
evidencias de que algunas especies de bacterias en el colon y el intestino estan
implicadas en la modulacidon cancerigena, por ejemplo, estimulando senales
proliferativas o inhibiendo el crecimiento. Estudios recientes han afirmado que las
microbiota esta presente en los tumores y que, por tanto, podria emplearse como una

estrategia terapéutica (Sepich-Poore et al. 2021).

3. Latransicion epitelio-mesénquima

La transicion epitelio-mesénquima (EMT) se define como un cambio reversible de
fenotipo durante el cual células epiteliales pierden su polaridad apical-basal, modifican
su citoesqueleto y disminuyen sus uniones célula-célula para adquirir, individual o
colectivamente, caracteristicas de un fenotipo mesenquimal, aumentando su motilidad
y capacidad invasiva. Este proceso puede ir seguido de la transicion inversa, conocida
como transicion mesénquima-epitelio (MET), en la cual las células mesenquimales

adquieren propiedades de células epiteliales (J. Yang et al. 2020).

Los estudios acerca de la EMT se iniciaron por el interés que existia en entender los
cambios que experimentaban los tejidos durante la embriogénesis y el desarrollo. En
este aspecto, la pionera fue Elizabeth Hay, que en 1985 demostré que las células
epiteliales de la cornea de un embridon de pollo respondian a moléculas de la ECM
aplanando su superficie basal, reorganizando el citoesqueleto de actina y aumentando
la produccién de estroma. También observé que estos cambios inducian el alargamiento
de fibroblastos y pseuddpodos (Hay 1985). Posteriormente, los estudios se centraron
en tratar de identificar los factores que dirigian la EMT. Asi, estudios genéticos llevados
a cabo con Drosophila melanogaster, permitieron la identificacion de los factores de
transcripcion SNAIL y Twist (Leptin 1991), y posteriormente el factor Slug (Snai2) se
identific6 como un inductor de la gastrulacion de la cresta neural en polluelos (Nieto et
al. 1994).

Durante la EMT ocurren una serie de procesos moleculares entre los que se incluyen
la activacion de factores de transcripcion especificos, la expresion de proteinas
especificas de superficie celular, la reorganizacion y expresiéon de proteinas del

citoesqueleto, la produccién de enzimas que degradan la ECM y cambios en la
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expresion de microARNSs especificos (Kalluri and Weinberg 2009). Sobre estos eventos,

se tratara en profundidad a continuacion.

3.1. Cambios morfolégicos y reorganizacién del citoesqueleto

Las uniones célula-célula son imprescindibles para garantizar la integridad del
epitelio, lo que se consigue a través de distintos tipos de unién, como son las uniones
estrechas subapicales, las uniones adherentes, uniones gap y los desmosomas
laterales. Durante la EMT, es necesario que estas uniones se deshagan y las proteinas
que forman parte de ellas se degraden o reubiquen en la célula. Huang et al. (Huang,
Guilford, and Thiery 2012) describieron en 2012 los eventos que conllevan la destruccion

de estas uniones que tienen lugar al iniciar la EMT.

En primer lugar, se rompen las uniones estrechas. La ocludina, una proteina presente
en estas uniones, forma un complejo en el receptor de TGFB1 (TGFBR1) y PARG, pero
tras la estimulacién de la EMT con TGF, TGFBR2 se recluta en este complejo y fosforila
PARS®, iniciando una cascada que provoca la degradacién de RhoA, lo que interfiere con
el citoesqueleto de actina. A continuacién, se desestabilizan las uniones adherentes a
causa de una disminucion de los niveles de E-cadherina y B-catenina producida por
distintos mecanismo que llevan a su degradacion. En el caso de los desmosomas, estos
se deshacen al mismo tiempo que la uniones adherentes, mediante la fosforilacién de
la placofilina 2, lo que a su vez desestabiliza la desmoplaquina, una proteina clave en
la integridad estructural de los desmosomas. Una vez desanclados estos complejos de
union, proteinas que formaban parte de ellos como la B-catenina, la p120-catenina y la
placofilina 2, se localizan en el nucleo gracias a las sefales de localizacidon nuclear que
poseen. Alli, se ha observado que la B-catenina podria participar en la induccion de la
EMT mediante la activacion de Wnt y ZEB1 (Huang, Guilford, and Thiery 2012).

La reorganizacién del citoesqueleto de actina es otro paso clave en la progresion de
la EMT. Las células en las que se activa el proceso de EMT reorganizan las fibras de
estrés de actina adquiriendo una forma que permite el alargamiento dinamico de la
célula y la motilidad direccional, creando proyecciones en la membrana como son los
lamelipodios y los filopodios, que actuan como extensiones sensoriales del
citoesqueleto y facilitan la movilidad y la invasion celular gracias a su funcion proteolitica
degradando la ECM (Lamouille, Xu, and Derynck 2014). Para dirigir la motilidad, es muy
importante la polaridad frontal-trasera, dirigida mayoritariamente por CDC42. Al
romperse las uniones estrechas subapicales, CDC42 y el complejo PAR6-aPKC se

relocalizan en el borde celular y mediante la estimulacion quimiotactica impulsan la
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relocalizacion del centrosoma y el aparato de Golgi a esa zona de la célula. Los centros
organizadores de microtubulos asociados con ellos promueven el crecimiento de los
microtubulos hacia el frente de la célula, facilitando la formacién de frentes protusivos.
Los microtubulos ayudan a la formacion de los lamelipodios mediante el reclutamiento
del complejo CLIP-170-mDIA1, que acelera la elongacion de los filamentos de actina, y
ademas, ayudan a establecer la polaridad frontal-trasera mediante el transporte de
quinasas y factores de intercambio de nucledtidos de guanina a las Rho GTPasas del
borde celular (Rubtsova, Zhitnyak, and Gloushankova 2021). Las Rho GTPasas son las
encargadas de regular la dinamica de la actina durante la EMT y controlar su
reordenamiento. RhoA promueve la formacion de fibras de estrés de actina a la vez que
se localiza en la parte trasera de la célula y ayuda a conseguir la polaridad frontal-trasera
mediante el desmontaje de los complejos de adhesion y la retraccion celular. RAC1 y
CDC42 también estimulan la formacién de lamelipodios y filopodios como se ha
mencionado anteriormente (Lamouille, Xu, and Derynck 2014). Un resumen de estos

cambios morfologicos se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Esquema de los cambios morfolégicos y de expresion génica y proteica

propios de la activaciéon del programa de EMT.
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(Continuacioén Fig. 4) Durante el desarrollo de la EMT las células epiteliales pierden sus
uniones célula-célula y reorganizan su citoesqueleto de actina para adquirir el fenotipo

caracteristico de las células mesenquimales. Modificada de (Dongre and Weinberg 2019).

3.2. Cambios en la expresién génica y proteica

Como también muestra la Figura 4, durante la EMT las células desregulan la
expresion de proteinas epiteliales y reforman su programa de expresion génica para
inducir la expresion de aquellas proteinas que promueven cambios en la organizacion
del citoesqueleto y la remodelacion de la ECM, entre otros. Asi, se consigue la
progresion hacia la diferenciacion mesenquimal de las células (Lamouille, Xu, and
Derynck 2014).

La desregulacion de la E-cadherina es un rasgo distintivo de la EMT. Esto, junto a la
represion de la expresién de claudinas, ocludinas, desmoplaquinas y placofilinas,
consigue la desestabilizacion de las uniones adherentes, estrechas y desmosomas,
respectivamente (Huang, Guilford, and Thiery 2012). Estos cambios van acompanados
por la activacién de genes cuyos productos promueven el paso a célula mesenquimal,
como es un aumento de la N-cadherina, lo que resulta en un cambio de cadherinas que
altera la adhesion celular y promueve la movilidad y la invasién celular (Wheelock et al.
2008). La N-cadherina se conecta con el citoesqueleto a través de su interaccion con la
a-catenina, B-catenina y la catenina p120. Ademas, se relaciona con receptores de
tirosina quinasas, como el factor PDGF y receptores del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF). También interactua con la molécula de adhesién de células neurales
para modular la funcién de los receptores de tirosina quinasas asociados a ellas (Yilmaz
and Christofori 2009).

Ademas, durante la EMT tiene lugar la modificacién de la expresién de genes que
dan lugar a proteinas que intervienen en la organizacién del citoesqueleto y la polaridad
celular. Por ejemplo, la disminucién de los niveles de citoqueratinas y el aumento de la
expresion de vimentina modifica la composicién de los filamentos intermedios del
citoesqueleto (Huang, Guilford, and Thiery 2012). Los filamentos intermedios son los
encargados de mantener la integridad celular y organizar la localizacion de los distintos
organulos dentro de la célula (Toivola et al. 2005), por lo que modificaciones en su
composicion afectan a la organizacion del citoesqueleto y a la motilidad celular. En
células migratorias, la vimentina trabaja junto a otras proteinas para favorecer la
formacion de nuevas adhesiones focales a través de integrinas, la degradacién de la

ECM a través de la via metaloproteasa MMP14, que es capaz de degradar el colageno
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[, y la pérdida de adhesiones célula-célula a través de los factores de transcripcion que
regulan la EMT. También protege a la proteina de anclaje Scrib de la degradacion,
favoreciendo la migracion y la proliferacion. Ademas, es capaz de unirse a granulos de
estrés para favorecer la supervivencia celular en situaciones de estrés interno (Usman
et al. 2021).

Finalmente, la remodelacion y la degradacion de la ECM, asi como modificar las
interacciones entre las células y la ECM es otro paso esencial para la iniciacién y la
progresion de la EMT. Conforme las células epiteliales adquieren un fenotipo mas
mesenquimal, dejan de interactuar con la membrana celular y se comunican con una
ECM diferente. Asi, se modifica la expresion de algunas integrinas, como por ejemplo,
un aumento de las integrinas a1B1 y a2B1, que interaccionan con el colageno I,
facilitando la ruptura de los complejos de E-cadherina y el paso nuclear de la B-catenina
(Koenig et al. 2006). Estas modificaciones en la expresion de distintas integrinas van
acompafadas de un aumento de la expresion de ciertas proteasas, como un aumento
de la expresion de las metaloproteasas de matriz MMP2 y MMP9, ayudando asi a la
degradacion de proteinas de la ECM y facilitando la invasion (Nistico, Bissell, and
Radisky 2012). Ademas, la degradacion de la ECM puede dar lugar a la liberacion de
factores de crecimiento que actian sobre las mismas células invasoras. Por ejemplo,
algunas proteasas y algunas integrinas, como av36, activan el factor TGFB (Sheppard
2005), lo que a su vez promueve la continuidad de la EMT mediante la expresion de
proteinas de ECM como la fibronectina y distintos colagenos, aumentando asi la

remodelacién de la ECM, cambiando sus propiedades y composicion molecular.

3.3. Factores de transcripciéon que dirigen la EMT

Todos los cambios y modificaciones mencionados anteriormente, que inducen el
paso de un fenotipo mas epitelial a uno mas mesenquimal, implican la activacion de
factores de transcripcion como SNAIL, TWIST y ZEB. Estos factores tienen distintos
perfiles de expresion, y su contribucién en la EMT depende del tipo de célula o tejido
implicado y las rutas de sefializacion que inician la EMT. Juntos, coordinan la represion
de genes epiteliales y la induccion de genes mesenquimales, y a menudo los mismos
factores de transcripcion dirigen tanto la represiéon como la activacion (Craene and Berx
2013).

Entre los distintos componentes de la superfamilia SNAIL, SNAI1 (también conocido
como SNAIL), y SNAI2 (también conocido como SLUG) activan la EMT durante el

desarrollo, la fibrosis y el cancer (Barrallo-Gimeno and Nieto 2005), reprimiendo genes
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epiteliales uniéndose a secuencias E-box de su ADN, a través de dominios dedos de
zinc carboxi-terminales (Peinado, Olmeda, and Cano 2007; J. Xu, Lamouille, and
Derynck 2009).

Por otro lado, de toda la familia bHLH (del inglés basic helix—loop—helix) de factores
de transcripcion; E12 y E47, TWIST1 y TWISTZ2 y el inhibidor de la diferenciacion (ID)
también tienen papeles clave en la progresion de la EMT (Craene and Berx 2013;
Peinado, Olmeda, and Cano 2007). Especificamente, en células tumorales, TWIST1
reprime la E-cadherina e induce la N-cadherina de forma independiente a SNAIL a
través de su union con otras proteinas, como la metiltransferasa SET8 (J. Xu, Lamouille,
and Derynck 2009; F. Yang et al. 2012).

Por ultimo, ZEB1 y ZEB2 también se unen a las secuencias E-box del ADN y pueden
actuar como represores o activadores transcripcionales en funcién del gen diana al que
se unan. En concreto, reprimen algunas uniones epiteliales y genes de polaridad y
activan genes mesenquimales que definen el fenotipo EMT (Peinado, Olmeda, and
Cano 2007; J. Xu, Lamouille, and Derynck 2009).

Estos factores de transcripcion pueden inducirse a través de diversas rutas de
sefalizacién, como muestra la Figura 5, que se activan cuando ligandos secretados por
el microambiente estromal se unen a receptores de células epiteliales, desencadenando
una serie de eventos que dan lugar a la activacion del programa de EMT (Dongre and
Weinberg 2019).
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Figura 5. Esquema de las vias de sefalizaciéon que activan el programa de EMT. La
activacion de los principales factores de transcripcion responsables de la induccién de

la EMT se consigue a través de diferentes rutas de sefializacion que cooperan entre si.
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(Continuacion Fig. 5) Estas rutas son principalmente la ruta WNT, la de TGFp, la de
NOTCH, la de PI3 kinasa y la de JAK/STAT. Modificada de (Dongre and Weinberg
2019).

TGFB es una citoquina multifuncional que pertenece a una superfamilia que incluye
tres isoformas de TGF[, dos activinas y varias proteinas BMP. Las tres isoformas de
TGFB tienen un papel clave en la induccion de la EMT en diferentes tejidos y en
enfermedades proliferativas como el cancer (J. Xu, Lamouille, and Derynck 2009; Hao,
Baker, and Dijke 2019). TGFB se une a los receptores de superficie de tipo 1y 2
(TGFBR1 y TGFBR2), activando su funcién serina/treonina quinasa para fosforilar a los
factores SMAD2 y SMAD3, que a su vez forman complejos heteroméricos con SMADA4.
Estos complejos pueden translocar al nucleo, donde pueden regular la expresion de un
gran numero de genes, activando genes mesenquimales como la vimentina y la
fibronectina, asi como los factores SNAIL, SLUG, ZEB1 y TWIST, que a su vez reprimen
la E-cadherina. Los complejos SMAD también pueden interactuar con la 3-catenina y el
dominio intracelular de NOTCH (NOTCH-ICD), relacionando asi distintas vias de
activacion de factores de transcripcion. Por otro lado, mediante otras vias no candnicas,
los receptores de TGFB pueden activar otras rutas como la PI3K-AKT, que a su vez
desencadena la activacién del complejo mTOR y el factor nuclear-kB (NF-kB), la via p38
MAPK vy el eje de sefalizacion RAS-RAF-MEK-ERK (Hao, Baker, and Dijke 2019;
Dongre and Weinberg 2019). Ademas, el factor TGF3 también desempefia un papel en
el control de factores de transcripciéon de la EMT a nivel traduccional, ya que la
sefnalizacion mediante TGFB media la fosforilacion del factor de inicio de la traduccion
elF4E, promoviendo asi la traduccion de los ARN mensajeros (ARNm) de Snail1 y la
metaloproteasa Mmp-3 (Robichaud et al. 2015). Finalmente, TGFf3 es capaz de inducir
modificaciones post-traduccionales, como la sumoilacién de la lisina 234 del factor
SNAIL, otorgandole su actividad transcripcional, induciendo la expresién de genes
inductores de la EMT (Gudey et al. 2017).

Existen tres vias de sefializacion por WNT que actuan en respuesta a la union de 19
ligandos distintos a la familia de receptores Frizzled, situados en la membrana
plasmatica. Tras la activacion de la ruta candnica, la B-catenina se libera del complejo
GSK3B—-AXIN-APC, permitiendo su traslocacion al nucleo, donde se une a los factores
de transcripcion TCF y LEF para inducir la expresién de genes relacionados con la
diferenciacion, la proliferaciéon, el destino celular y la tumorigenesis (Dongre and
Weinberg 2019). Ademas de la via canodnica, otras dos vias de WNT no candnicas

actuan en las células, de manera independiente a [B-catenina. Un ejemplo, es la
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induccion de SNAIL y vimentina, y la represion de E-cadherina mediante la activacion

por WNT5A de la proteina quinasa C (Dissanayake et al. 2007).

La via NOTCH se activa tras la union de los ligandos de las familias Delta y Jagged
al receptor transmembrana NOTCH. Existen cuatro isoformas del receptor, NOTCH1-
NOTCH4 que, tras la unién con el ligando, provocan una serie de eventos proteoliticos
que liberan NOTCH-ICD, translocandose al nucleo donde cumple se funcion como un

coactivador transcripcional (Dongre and Weinberg 2019).

Finalmente, factores de crecimiento mitdgenos, que actuan estimulando la divisién
celular, como PDGF o EGF, también pueden activar la EMT. La unién de estos factores
a sus receptores especificos provoca la dimerizacion de los receptores, lo que a su vez
desencadena la actividad de proteinas tirosina quinasas asociadas a los receptores.
Estas proteinas son capaces de fosforilar los dominios C-terminal de estos, provocando
la activacién de las vias PISBK—AKT, ERK—-MAPK, p38 MAPK y JNK, promoviendo el
crecimiento, la proliferacion y la migracion celular mediante la induccién de la EMT

(Domenico and Giordano 2017).

En los ultimos afos se ha postulado que la EMT esta regulada por al menos cuatro
redes reguladoras fundamentales (Craene and Berx 2013), que estan estrechamente
relacionadas entre si, por lo que la modulacién de cualquiera de ellas tiene un gran
efecto en las restantes. La red mas estudiada es la que acabamos de detallar en este
mismo apartado, la red transcripcional construida alrededor de los factores nucleares
SNAIL, ZEB y TWIST. Las otras tres redes que estan también implicadas en la
activacion del programa de EMT son la expresion de ARN no codificante, el splicing
diferencial y el control traduccional y post-traduccional de las proteinas implicadas en

este proceso.

Actualmente, los mecanismos de regulacion de la traduccién durante la EMT son
poco conocidos, con la excepcién de los resultados ya mencionados que relacionan la
sefnalizacion mediante TFGB con la traduccion de ARNm especificos mediada por
fosforilacion de elF4E (Robichaud et al. 2015). Este proyecto de tesis doctoral se centra
en la importancia del control de la traduccion en la EMT activada por TFGB. Entre los
factores de traduccion implicados en la EMT, se ha sugerido recientemente que la
sobreexpresion del factor de traduccion elF5A podria promover la EMT en cancer (F.
Wang, Guan, and Xie 2013).
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3.4. EMT en condiciones fisiologicas normales y cancer

La EMT es un proceso que tiene lugar tanto en condiciones fisiologicas, durante el
desarrollo embrionario y la cicatrizacién de heridas, como en patologias como la fibrosis
y el cancer. Esto ha dado lugar a la clasificacion de distintos procesos de EMT en tres
tipos, el tipo 1, asociado con la formacién de embriones, la implantacién y el desarrollo
de los érganos; el tipo 2, relacionado con los procesos de cicatrizacién de heridas y
regeneracion de tejidos, que puede terminar generando fibrosis; y por ultimo, el tipo 3,

que se asocia con procesos patolégicos como el cancer (Kalluri and Weinberg 2009).

La EMT tipo 1 durante las primeras etapas de la embriogénesis juega un papel
crucial en la implantacién del embrion y la formacion de la placenta, que ocurre gracias
a que diferentes poblaciones del trofoblasto se someten a un proceso de EMT para
favorecer la invasién del endometrio y la posterior fijacion de la placenta (Viéovac and
Aplin 1996; Aplin et al. 1998). Durante la gastrulacién, una vez generado el
mesendodermo a partir de la linea primitiva, este se separa para formar el mesodermo
y endodermo a través de una EMT dirigida por factores de la familia Wnt y TGFpB, asi
como factores BMPs y Nodal y receptores FGF (L. Wang and Chen 2016). Ademas,
durante el desarrollo embrionario, la EMT también participa en diferentes fases, como
en la formacion de las células migratorias de la cresta neural, y posterior diferenciacién
de estas células en otros tipos celulares como los melanocitos, o en la formacién de las

valvulas del corazén (Kalluri and Weinberg 2009).

La EMT tipo 2 tiene lugar en respuesta a sefiales inflamatorias producidas tras
traumatismos o heridas, a partir de las cuales las células epiteliales se diferencian en
células similares a los fibroblastos para reparar los tejidos dafiados en un proceso
llamado reepitelizacién. Las células encargadas de esta reparacion tienen morfologia
epitelial y siguen expresando marcadores como citoqueratinas y E-cadherina, pero a la
vez expresan marcadores mesenquimales como a-SMA y FSP1, demostrando asi que
este proceso se dirige por una EMT parcial. En cuanto a la fibrosis, se caracteriza por
una acumulacién andmala de tejido conjuntivo fibroso en un tejido, que puede repararse
gracias a miofibroblastos originados por una EMT. Si se producen miofibroblastos de
manera puntual, se considera una fibrosis reparadora, sin embargo, cuando existe una
inflamacion crénica, estos miofibroblastos se acumulan, formando un depdsito excesivo
en la ECM y destruyendo el parénquima del érgano. Este proceso ocurre en érganos
como el rindn, higado, pulmén e intestino. Marcadores como FSP1, a-SMA, colageno |,
DDR2, vimentina y desmina se emplean para identificar las células epiteliales que se

someten a EMT en respuesta a una inflamacion crénica (Marconi et al. 2021).
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Finalmente, la EMT tipo 3 tiene lugar mayoritariamente en células neoplasicas, en
las cuales, como ya se ha mencionado anteriormente, la activacion de la EMT vy la
adquisicion de un fenotipo mas mesenquimal, migratorio e invasivo es un rasgo clave
en la progresién tumoral (Hanahan and Weinberg 2011). En respuesta a sefales que
promueven la EMT, las células epiteliales situadas en el borde invasivo del tumor,
pueden perder parte de sus caracteristicas epiteliales, separandose asi del tumor. A
medida que las células se individualizan, adquieren mas caracteristicas mesenquimales,
lo que facilita su intravasacion en los vasos linfaticos o capilares sanguineos préximos,
y también facilita su supervivencia durante la circulacion. Estas células pueden
extravasar en 6rganos distantes e invadirlos. Con las sefiales adecuadas, las células
pueden someterse al proceso inverso, la MET, y readquirir caracteristicas epiteliales,
como una mayor capacidad proliferativa, favoreciendo el crecimiento de
macrometastasis (Tam and Weinberg 2013). Actualmente, esta aceptado que, en el
caso del cancer, los procesos de EMT y MET raramente son activados completamente,
si no que en las células tumorales tiene lugar una EMT hibrida o parcial. Esto permite a
las células tener caracteristicas mesenquimales, como una mayor capacidad migratoria
y mantener caracteristicas epiteliales, como el contacto célula-célula, lo que permite una

migracién coordinada mas eficiente (Nieto et al. 2016; Brabletz et al. 2021).

4. EIl factor de traduccion elF5A

El factor de inicio de la traduccion eucariota 5A es una proteina esencial y
abundante, que esta altamente conservada a lo largo de la evolucién, sugiriendo que
elF5A desempena una funcion fundamental en los organismos (Wolff et al. 2007). La
proteina elF5A tiene un peso molecular de 17 kDa y posee dominios de unién al ARN.
Es la unica proteina conocida que sufre una modificacién post-traduccional, unica en la
naturaleza, que genera el residuo hipusina (M.-H. Park, Cooper, and Folk 1981). Esta
modificacion es esencial para la actividad y funcion de la proteina. elF5A, ademas de
estar implicado en la traduccién de proteinas, también se ha relacionado con la
transcripcion, el recambio de ARNm vy el transporte nucleocitoplasmatico (Mathews and
Hershey 2015).

En el siguiente apartado se describen las caracteristicas y funciones de elF5A.
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4.1. Descubrimiento y estructura

En 1970, Prichard et al., purificaron a partir de ribosomas de reticulocitos de raton
tres factores de iniciacion que intervenian en la sintesis de la hemoglobina, IF-M1, IF-
M2 e IF-M3 (Prichard et al. 1970) . Comprobaron que los factores IF-M1 e IF-M2 eran
necesarios para la sintesis polipeptidica dirigida por polyU a concentraciones bajas de
Mg™ (D. A. Shafritz et al. 1970), para catalizar la union del Met-tRNAsal codén de inicio
AUG (David A. Shafritz and Anderson 1970) y para la formacion del enlace peptidico
entre la metionina (transportada por Met-tRNAf) y la puromicina (David A Shafritz,
Laycock, and Anderson 1971). En 1972, este mismo grupo fue capaz de separar IF-M2
en dos componentes, IF-M2A y IF-M2B, con tamafio y funciones distintivas (D. A.
Shafritz et al. 1972).

En 1976, Kemper et al., fueron un paso mas alla y purificaron los dos componentes
proteicos que formaban parte del factor IF-M2B, IF-M2Ba y IF-M2B. Inicialmente, el
bajo peso molecular de estos factores, de solo 17 kDa, contrastaba con otros factores
de iniciacion previamente purificados. Ademas, confirmaron que era el factor IF-M2B(

el que era necesario para la sintesis de hemoglobina (Kemper, Berry, and Merrick 1976).

Tras la introducciéon de un sistema unico de nomenclatura para unificar todos los
nombres de factores de iniciacién, elongacion y terminacion de la traduccién en
eucariotas, IF-M2Ba paso a llamarse elF-5A, es decir, factor de iniciacion eucariota 5A
(Safer 1989).

En 1998, Kim et al. consiguieron cristalografiar la primera estructura de un factor
elF5A en la arquea Methanococcus jannaschii (MJ-elF5A). La estructura descrita, la
comprenden dos dominios de hojas B antiparalelas, de unos 63 A de largo y 23 A de
ancho. El primer dominio, con los residuos 0 a 73, lo conforman las hojas 31-36
dispuestas formando una hoja antiparalela plegada en forma de barril § parcialmente
abierto, y la unica hélice a presente en la estructura. Este dominio estd cargado
positivamente. El segundo dominio es ligeramente mas pequefio que el primero y esta
cargado negativamente. Lo forman los residuos 74 a 182, que se agrupan en las hojas
B7-p11, formando un sandwich en el que las hojas B7, B8 y B9 se enfrentan a las hojas
B10, B11 y B7. En esta publicacion, también se pudo identificar el sitio de modificacion
a hipusina, en la lisina 40 situada en un bucle largo que sobresale entre las hojas B3 y
B4 (Kim et al. 1998).

Afos después, Tong et al. consiguieron cristalografiar el factor elF5A humano, cuya
estructura se muestra en la Figura 6. Comparando su estructura con la descrita
previamente de MJ-elF5A, observaron que el dominio N-terminal (residuos 15-83) del

factor humano apenas se diferenciaba de MJ-elF5A, sin embargo, el dominio C-terminal
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de elF5A humano (residuos 84-150) contiene una a hélice de tres vueltas que conecta
las hojas B9 y B10, que en M. jannaschii se sustituye por un Unico bucle. En elF5A
humano, el sitio de modificacidn a hipusina es una lisina en posicién 50, ubicada también
en el bucle de alta exposicion que conecta las hojas 3 y 4 del dominio N-terminal
(Tong et al. 2009).

C-terminal N-terminal

Figura 6. Estructura del factor de transcripcion elF5A. En la imagen se observa el
dominio C-terminal del factor, cargado positivamente, y el dominio N-terminal,
destacando el bucle de alta exposicion que se localiza en la Lisina 50, donde tiene lugar
la modificacién post-traduccional de hipusinaciéon. Obtenida del AlphaFold Protein

Structure Database (“AlphaFold Protein Structure Database” n.d.).

4.2. Isoformas de elF5A

En experimentos realizados en embriones de pollo, Wolff et al. consiguieron aislar
por primera vez dos variantes de elF5A que contenian el aminoacido hipusina, llamadas
por ellos I, con una masa aproximada de 20 kDa y un punto isoeléctrico de 5,6 y Il, con
una masa de unos 18 kDa y punto isoeléctrico de 5,35. Ambas eran isoformas
funcionales de elF5A2, y al analizar la composicion en aminoacidos de estas proteinas,
observaron que eran proteinas que, pese a que guardaban un alto grado de similitud,
eran distintas (Wolff et al. 1992)

En 1995, Klier et al. purificaron y resolvieron la estructura de varias isoformas de
elF5A en células HelLa. Caracterizaron una isoforma principal, que suponia el 95% de
la proteina total purificada, y otras tres isoformas, que conformaban el 5% restante de

la proteina total purificada. La isoforma principal detectada tiene un peso medio de

25



16.830,7 + 1,5 Da y un punto isoeléctrico de 5,1, y contiene el aminoacido hipusina en
la posicion 50.

Las otras tres isoformas minoritarias, tienen un punto isoeléctrico de 5,2. De las tres,
solo una de ellas, la que tenia una masa de 16.870,8 £ 0,8 Da contenia el aminoacido
hipusina, y todas sufren una modificacion postraduccional que acetila la lisina en
posicion 47. Esta modificacion podria tener un papel en la localizacién de las isoformas,
ya que la isoforma principal fue purificada tanto de la fraccién nuclear como de la
citoplasmatica, mientras que las isoformas minoritarias unicamente se detectaron en la

fraccion citoplasmatica (Klier et al. 1995).

El gen que codifica para elF5A1 se encuentra en el cromosoma 17, en la region p12-
p13 (Steinkasserer et al. 1995), mientras que el gen que codifica para la proteina elF5A2
esta localizado en el cromosoma 3, en la regién q25-927 (Jenkins, Haag, and Johansson
2001), una regién conocida por ser muy inestable en varios tipos de cancer, ya que se
ha estimado que en un 20% de los casos de canceres humanos, existe una ganancia
del numero de copias en esta region cromosomica (Fields, Justilien, and Murray 2016).
La secuencia codificante de EIF5A2 comparte un 80% de identidad con el ADNc de
EIF5A1, y sus proteinas son un 84% idénticas y un 94% similares (Jenkins, Haag, and
Johansson 2001).

En los siguientes apartados nos referiremos a la isoforma elF5A1, que es la mas

conocida y estudiada, simplemente como elF5A.

4.3. Expresiony localizacion celular de elF5A

La proteina elF5A1 se expresa de forma ubicua en la mayoria de los tejidos y células
(Clement et al. 2006), mientras que elF5A2 unicamente se ha encontrado expresada en
algunas zonas del cerebro y testiculos (Jenkins, Haag, and Johansson 2001; Clement
et al. 2006). Ademas, existe una correlacion entre la sobreexpresion de elF5A1 y
elF5A2, especialmente con elF5A2 y el cancer (Ning et al. 2020; Mathews and Hershey
2015; F. Wang, Guan, and Xie 2013), sobre la que se profundizara mas adelante en
este trabajo.

Los primeros experimentos llevados a cabo con elF5A, pusieron de manifiesto el
papel que tenia este factor en la traduccion proteica, uniéndose a los ribosomas al
principio del proceso para estabilizar el ARNt-Met dentro del sitio peptidil del ribosoma
(M.-H. Park et al. 1991; Hershey, Smit-McBride, and Schnier 1990), lo que indicaba que

elF5A es un factor que debia estar localizado en el citoplasma para llevar a cabo esta
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funcion. Poco después, Shi et al. confirmaban la distribucion mayoritariamente
citoplasmatica de elF5A mediante inmunofluorescencia y Western Blot. En sus
resultados, la expresién de elF5A era muy intensa en la zona perinuclear, y se extendia
a lo largo de todo el citoplasma celular hasta la membrana plasmatica, mientras que
apenas era detectable en el nucleo celular (Shi et al. 1996). Estos resultados
contradecian los publicados unos afos antes por Ruhl et al., en los que gran parte de

elF5A se detectaba en el nucleo de la célula (Ruhl et al. 1993).

Afos mas tarde, Lee et al. estudiaron la expresion subcelular de elF5A en células
Hela, centrandose en las diferencias de localizacion que podian producirse a causa de
las modificaciones postraduccionales que sufre elF5A, en concreto, la hipusinacion de
la Lys50 y la acetilacion de residuos de lisina. Mediante analisis inmunocitoquimicos
descubrieron que elF5A hipusinado se encuentra principalmente en el citoplasma,
mientras que el precursor sin hipusinar se localizaba tanto en el nucleo como en el
citoplasma. Ademas, identificaron que el principal residuo acetilable de elF5A era la
Lys47, aunque no pudieron confirmar un papel de la acetilacion en la localizacién celular
(Lee et al. 2009). La implicacion de la acetilaciéon en la localizacién celular fue
confirmada en 2012 por Ishfaq et al., que demostraron que la forma acetilada de elF5A
se encontraba mayoritariamente en el ndcleo, mientras que la forma desacetilada estaba
mayoritariamente presente en el citoplasma. También comprobaron que la presencia de
inhibidores de histonas deacetilasas promovian la acumulacion de elF5A en el nucleo,
y concluyeron que al ser la acetilacion una modificacién reversible (al contrario de lo que
ocurre con la hipusinacién) era mas probable que el control de la localizacion celular de
elF5A fuese dependiente de la acetilacién y no de la hipusinacion (Ishfaq et al. 2012b).
Un estudio similar se llevd a cabo con la isoforma elF5A2, obteniendo resultados
similares (Ishfaq et al. 2012a). Pese a que elF5A carece de una sefial clasica de
localizacién nuclear, se ha postulado que una extension de 19 aminoacidos en el
extremo N-terminal seria la encargada de marcar la localizacién nuclear del factor
(Parreiras-e-Silva et al. 2007).

La entrada y acumulacién en el nucleo de elF5A tiene lugar mediante difusion pasiva,
ya que, debido a su pequeno tamafo, de unos 17 kDa, puede entrar por los poros
nucleares. Sin embargo, la exportacion debe producirse de manera activa y podria estar
mediada por la exportina 4 (XPO4) (Lipowsky et al. 2000), o a través de su union con el
receptor CRM1 del complejo del poro nuclear (Rosorius et al. 1999). En el caso de la
interaccion con la XPO4, la hipusina parece jugar un rol principal, ya que en mutantes
de elF5A en los que se elimina esta modificacion, la union con XPO4 es 35 veces menor

que con la proteina completa (Lipowsky et al. 2000). Ademas, se ha publicado que seria
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directamente el residuo hipusina el que interaccionaria con un bolsillo de la XPO4,
formando el complejo de exportacion Xpo4-RanGTP-elF5A (Aksu, Trakhanov, and
Gorlich 2016). Por tanto, el transporte de elF5A fuera del nucleo tendria lugar tras su
hipusinacion. La exportacion nuclear de elF5A es importante, ademas de para que la
funcién citoplasmatica de elF5A tenga lugar, para evitar una acumulacién problematica
de elF5A en el nucleo, ya que este se une a estructuras nucleares como el nucleolo,
lugar donde se ensamblan los ribosomas, impidiendo su correcta biogénesis (Lipowsky
et al. 2000; Aksu, Trakhanov, and Goérlich 2016).

Finalmente, en 2016 Pereira et al. descubrieron que el uso de un codoén de inicio
alternativo en la traduccién de algunas variantes del gen EIF5A1, daban lugar a una
proteina 30 aminoacidos mas larga en el extremo N-terminal, que también podia ser
hipusinada. Esta proteina contenia una secuencia que marcaba su localizacién en la
mitocondria, sugiriendo asi una posible funcién de elF5A en la mitocondria (Pereira et
al. 2016).

4.4. EIl aminoacido hipusina

El aminodacido hipusina se identificd por primera vez en un ensayo de extraccidén con
acido tricloroacético a partir de tejido de cerebro bovino. Se nombré hipusina por su
relacién con la hidroxiputrescina y la lisina. Su estructura se determiné mediante
resonancia magnética nuclear como acido  N®-(4-amino-2-hidroxibutil)-2,6-
diaminohexanoico y se concluyd que era un aminoacido muy basico (Shiba et al. 1971).
Estudios posteriores observaron la presencia de hipusina en otros tejidos de mamiferos
aparte de en el cerebro, como en higado, rinones, musculo y sangre. Ademas, se
encontrd presente en orina humana de sujetos de diferentes sexos y edades (Nakajima
et al. 1971).

Anos después, Park et al. fueron capaces de aislar una Unica proteina a partir de
linfocitos humanos que contenia el aminoacido hipusina (M.-H. Park, Cooper, and Folk
1981), que mas tarde fue identificada por Cooper et al. como elF5A (Cooper et al. 1983).
Actualmente, es la unica proteina conocida que contiene el residuo hipusina, pero hay
que ser prudentes respecto a esta afirmacién, ya que es posible que exista una proteina
muy poco abundante que pudiese contenerla y que no haya podido ser detectada
todavia a causa de la elevada cantidad de elF5A presente en las células (Mathews and
Hershey 2015).
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4.4.1. Ruta de hipusinacion

En 1973, Imaoka y Nakijama encontraron la primera evidencia de que la formacion
de la hipusina podia deberse a la unién del residuo 4-amino-2-hidroxibutilo al radical N°-
amino de una lisina (Imaoka and Nakajima 1973). Se identificé la lisina 50 como el
residuo que sufre la modificacion a hipusina (Smit-McBride, Dever, et al. 1989), y
también que el precursor de la hipusina era la poliamina espermidina (M.-H. Park,

Cooper, and Folk 1981) y no la putrescina, como se creia hasta ese momento.

La hipusinacion tiene lugar mediante una ruta que incluye dos reacciones
enzimaticas consecutivas (Fig. 7). En la primera de ellas, de caracter reversible, la
desoxihipusina sintasa (DHS) cataliza la transferencia del grupo aminobutil de la
poliamina espermidina al grupo €-amino de la Lys-50 de elF5A, usando como cofactor
NAD*. Asi se forma el residuo desoxihipusina (Dhp), dando lugar a elF5A-Dhp, que es
parcialmente activo. A continuacion, la desoxihipusina hidroxilasa (DOHH) hidroxila Dhp
para formar la hipusina (Hpu), en una reaccion irreversible y dependiente de la presencia
de oxigeno y de Fe(ll). Se genera asi elF5A-Hpu, que es la forma activa y funcional del
factor (M.-H. Park, Wolff, and Folk 1993; Mathews and Hershey 2015).

Via de
biosintesis de
poliaminas GC7
Espermidina
OH
Lis-50 . N
NH, +
NH pe— —_—
DHS DOHH
q NH,
elF5A-Hpu
Precursor elF5A-Dhp Forma activa
inactivo Intermediario madura

Figura 7. Ruta de hipusinacion del factor elF5A, generando el factor activo elF5A

hipusinado.
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(Continuacion Fig. 7) El residuo hipusina se genera a través de la accion consecutiva de
las enzimas DHS y DOHH, que catalizan la transferencia del grupo aminobutil de la
espermidina a la Lys-50 de elF5A y su posterior hidroxilaciéon. En rojo se destaca el
farmaco GC7, que actua como inhibidor competitivo de la DHS impidiendo la activacion
de elF5A.

4.4.2. Importancia de la hipusinacion

elF5A, el aminoacido hipusina y las enzimas DHS y DOHH se encuentran presentes
en todos los eucariotas (Wolff et al. 2007). Ademas, la secuencia que flanquea la Lys-
50 en la que se produce la modificacién, que comprende desde la serina en posicion 45
hasta la alanina en posicion 54, también esta estrictamente conservada en los
eucariotas (Cano et al. 2008), poniendo de manifiesto la importancia de la modificacion
en el correcto funcionamiento de elF5A. En el dominio archaea, existe una proteina
homologa a elF5A que se llama alF5A y también existe la DHS (Bartig, Schumann, and
Klink 1990), aunque aun no se ha encontrado un homdélogo para la DOHH (Jong Hwan
Park et al. 2006). Ademas, elF5A y alF5A comparten la lisina en la que ocurre la
hipusinacion (M. H. Park and Wolff 2018). En bacterias existe un ortélogo a elF5A, el
factor de elongacién P (EF-P), que estimula la actividad de la peptidil transferasa en los
ribosomas (Wolff et al. 2007). Aunque la enzima DHS no se ha encontrado en la gran
parte de las bacterias que han sido estudiadas, si se ha detectado la existencia de genes
relacionados con la DHS, que probablemente han sido transferidos de arqueas mediante
transferencia horizontal (Brochier, Lopez-Garcia, and Moreira 2004). Por tanto, EF-P no
se hipusina, pero existen evidencias de que algunas de las proteinas EF-P contienen un
residuo correspondiente a la Lys-50 que se puede conjugar con una B-lisina, generando
una cadena basica que es importante para la funcionalidad del factor (M. H. Park and
Wolff 2018).

La hipusinacion es necesaria para la actividad de elF5A y que este sea capaz de
estimular la sintesis metionil-puromicina in vitro, aunque se ha observado que elF5A-
Dhp es parcialmente activo (Smit-McBride, Schnier, et al. 1989). Estudios de
inactivacion llevados a cabo en varias especies, como son S. cerevisiae, C. elegans 'y
ratones, han puesto de manifiesto la esencialidad tanto de elF5A como de la DHS. En
levaduras, se ha observado un descenso de la viabilidad al eliminar EIF5A (Schnier et
al. 1991) o el gen que codifica para la DHS, DHPS (M. H. Park, Joe, and Kang 1998;
Sasaki, Abid, and Miyazaki 1996). Sin embargo, se ha observado que la proteina DOHH

no es esencial en levaduras, ya que son viables al eliminarla, aunque su crecimiento
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empeora (Jong Hwan Park et al. 2006). La delecidon de cualquiera de los genes de
EIF5A, DHSP (Nishimura et al. 2012) o DOHH (Sievert et al. 2014), conduce a letalidad
embrionaria en ratones. Ademas, la pérdida de DOHH también resulta letal en C.elegans
(Sugimoto 2004) y droséfila (Patel et al. 2009). Todo lo anterior, pone de manifiesto el
papel esencial que tiene la espermidina, a través de la hipusinacién, en el crecimiento y
la viabilidad de las células (M. H. Park and Wolff 2018).

Por ultimo, cabe destacar que la reaccion de hipusinacion puede ser inhibida con la
adicion de inhibidores especificos de las enzimas DHS y DOHH, y de esta forma se
inhibe de forma especifica la activacion de elF5A, y por tanto su actividad, ya que es la
Unica proteina conocida actualmente que lleva a cabo la reaccién de hipusinacion. Entre
los inhibidores existentes hoy en dia, es el N1-guanil-1,7-diaminoheptano (GC7) el que
ha demostrado ser mas efectivo de todos los compuestos guanidino para inhibir la
actividad de la DHS in vitro uniéndose de forma especifica a su sitio activo (M.-H. Park
et al. 1994; Y. Tanaka et al. 2020). Que la actividad de elF5A pueda inhibirse de forma
especifica mediante GC7 puede revelar posibles dianas terapéuticas en aquellos
canceres en los que elF5A pueda estar sobreexpresado. Sin embargo, debemos ser
precavidos en este aspecto, ya que la inhibicidn de elF5A, al estar implicado en varios

procesos celulares, tendra multiples efectos colaterales (Tauc et al. 2021).

4.5. Funcién biolégica

Inicialmente, cuando se identifico elF5A se describid como un factor de inicio de la
traduccién, ya que se observé que dirigia el proceso de sintesis del ensayo de la
metionil-puromicina empleado en su aislamiento (Kemper, Berry, and Merrick 1976).
Poco después se comprobd que elF5A no estimulaba otros ensayos de inicio de la
traduccién, como la unién del metionil-ARNt o la formacion del complejo 80S (Benne
and Hershey 1978), por lo que dejo de considerarse un factor de inicio de la traduccién
general. Estudios recientes apuntan a que el papel de elF5A en el proceso de inicio de
la traduccion esta mas relacionado con la seleccidén del codon de inicio adecuado, ya
que su inhibicion conlleva un aumento del inicio de la traduccion aguas arriba,

generando asi proteinas con el extremo N-terminal mas largo (Manjunath et al. 2019).

La funcion de elF5A durante el proceso de elongacién ha sido mucho mas estudiada.
Diversos estudios llevados a cabo en S. cerevisiae pusieron de manifiesto que la
delecion de elF5A conlleva un descenso del ratio de sintesis proteica y una acumulacion
de los polisomas mas ligeros (Saini et al. 2009; Henderson and Hershey 2011). Ademas,

elF5A juega un papel crucial en la traduccién de motivos de prolinas consecutivos
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(Fig.8). En bacterias, los ribosomas se estancan durante la elongacion de proteinas que
contienen tres codones prolina consecutivos, a causa de la rigidez que tiene este
aminoacido (Woolstenhulme et al. 2013; Shin et al. 2017), y en mamiferos se han
identificado varios puntos de estancamiento, la mayoria de ellos formados por un
glutamato o un aspartato en el sitio A, seguidos por una prolina o una glicina y a
continuacion otra prolina (Ingolia, Lareau, and Weissman 2011). De hecho, se ha visto
que la ausencia de elF5A provoca el estancamiento del ribosoma en mas de 200
tripletes distintos, la mayoria de ellos con prolinas, glicinas o aminoacidos cargados en

el sitio P (Pelechano and Alepuz 2017).

En este punto, elF5A es capaz de relajar este estancamiento, permitiendo la
continuacion de la sintesis (Gutierrez et al. 2013). Cuando un peptidil-ARNt"™ reside en
el sitio P del ribosoma y llega otro Pro-ARNt™™ al sitio A, el factor elF5A se une al sitio E
ribosomal (Pochopien et al. 2021) y presenta el bucle que contiene la hipusina al sitio P,
uniéndose al extremo CCA del ARNt y permitiendo de forma alostérica la formacién del
siguiente enlace peptidico entre prolinas, previniendo asi el estancamiento ribosomal
(Schmidt et al. 2015).,

+elF5A

EPA

Figura 8. Modelo de Ila funcion de elF5A en la traduccién de proteinas con motivos de
prolinas consecutivas. La prolina es un aminoacido muy rigido, que puede causar el
estancamiento del ribosoma en aquellas proteinas que contienen mas de tres prolinas

consecutivas en su secuencia, deteniendo la traduccién proteica.
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(Continuacion Fig. 8) En este punto, el factor elFS5A es capaz de relajar este
estancamiento, permitiendo que la traduccién continte. Modificada de (Gutierrez et al.
2013).

Esta funcién concreta de elF5A llevé a los laboratorios de Sefializacion Oncogénica
del CIPF y Mecanismos Moleculares de Accion de las Poliaminas en Plantas del IBMCP-
CSIC, a realizar analisis de ontologia génica para estudiar la distribucion de proteinas
que contuviesen motivos de mas de tres prolinas consecutivas en diferentes sistemas
eucariotas (T. Li et al. 2014). Los resultados obtenidos indican un enriquecimiento de
proteinas relacionadas con la organizacion del citoesqueleto de actina, como las
forminas, y otras proteinas implicadas en el proceso de EMT, como ezrina (resultados
no publicados). Las forminas son proteinas clave en el proceso de polimerizacion de la
actina (Chesarone, DuPage, and Goode 2010) y ademas se han relacionado con la
progresion del cancer, ayudando a la reorganizacién del citoesqueleto de actina durante
la EMT en respuesta a sefiales de TGF[3 (Rana et al. 2018). Por su parte, ezrina funciona
como conector junto a la radixina y moesina (ERM) entre la membrana plasmatica y el
citoesqueleto de actina y participan en la adhesion celular y la formacién de
microvellosidades. La sobreexpresion de ezrina, induce una serie de cambios en el

citoesqueleto que fomentan la invasion celular (Clucas and Valderrama 2014).

elF5A también se ha relacionado con la terminacién de la traduccién, ya que podria
promover la hidrélisis del pepitidil-F-ARNt mediada por eRF1, y la ausencia del factor
provoca la acumulacion de los ribosomas en codones de terminacion y en el extremo 3’
UTR (Pelechano and Alepuz 2017; Schuller et al. 2017).

Ademas de estar relacionado con la traduccion en todas sus etapas, elF5A también
realiza otras funciones en la célula. La estructura de elF5A pone de manifiesto la
posibilidad de que pueda unirse a acidos nucleicos, ya que contiene un dominio C-
terminal similar al dominio de choque frio que poseen algunas proteinas de unién a ADN
y ARN. Ademas, el dominio N-terminal contiene la hipusina, que tiene dos cargas
positivas y es muy similar a la espermidina y la espermina, moléculas que se sabe que
interaccionan con el ADN y el ARN (Tauc et al. 2021). Respecto a esto, Xu et al.
identificaron una serie de ARNm que coprecipitaban con el factor elF5A, entre los que
se incluian la subunidad deshidrogenasa de la NADH o la ADP-ribosa pirofosfatasa,
confirmando asi el papel de elF5A como proteina de union al ARN (A. Xu, Jao, and Chen
2004).

También se ha relacionado elF5A con el transporte nucleo-citoplasma del ARNm

(Hofmann et al. 2001) y el balance entre el reclutamiento del ARNm por los ribosomas
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para su traduccion y su degradacion (Zuk and Jacobson 1998; Schrader et al. 2006).
Otros estudios han puesto de manifiesto el rol de elF5A-Hpu en la respiracion y funcion
mitocondrial, aunque un exceso de elF5A desregula el funcionamiento de la mitocondria
(Barba-Aliaga and Alepuz 2022).

Finalmente, se ha relacionado elF5A y el metabolismo de las poliaminas con el
sistema inmune y la inmunomodulacion de células senescentes. Por ejemplo, Puleston
et al. han demostrado que el correcto metabolismo de las poliaminas es crucial para la
activacion y especificidad de los linfocitos Th CD4+ (Puleston et al. 2021). Por otro lado,
altos niveles de elF5A hipusinado mantienen la expresion de diferentes componentes
senostaticos como citoquinas, que en etapas tempranas de la senescencia juegan un
papel importante estimulando el sistema inmune para eliminar células premalignas
(Jiang and Loayza-Puch 2022).

4.6. elF5Ay cancer

Existe una fuerte correlacion entre el aumento de los niveles de elF5A y algunos

canceres.

elF5A1 esta sobrexpresado en diferentes tipos de cancer, incluyendo el
adenocarcinoma de pulmdn, neoplasia vulvar intraepitelial, carcinoma colorrectal,
cancer cervical, glioblastoma y adenocarcinoma pancreatico. Ademas, el ARNm de
EIF5A1 también se ha encontrado elevado en pacientes con leucemia mieloide cronica
(Mathews and Hershey 2015). Aunque el mecanismo exacto por el cual elF5A1 esta
relacionado con estos canceres aun necesita ser investigado, varios trabajos han
empezado a dilucidar su papel en esta enfermedad. Por ejemplo, en cancer de pulmon
se ha visto que, aunque el ARNm aumenta, esto no coincide con un aumento de los
niveles proteicos de elF5A1, por lo que su regulacién podria ser post-transcripcional,
traduccional o post-traduccional. Ademas, niveles proteicos elevados de elF5A1
coincidian con mutaciones oncogénicas en la via K-ras, por lo que su regulacién podria
estar relacionada con esta via (G. Chen et al. 2003). En una linea celular de cancer de
esofago se ha encontrado que existe una expresion alterada de las proteinas Hsc70 y
elF5A1, que estan involucradas en el transporte nucleocitoplasmatico de
macromoléculas y, por tanto, fallos en este sistema pueden tener un papel en la
carcinogénesis de eséfago (Moghanibashi et al. 2013). Por ultimo, en cancer de cérvix
se ha comprobado que una mayor expresion de EIF5A1 esta relacionada con peor

prognosis y tasas de supervivencia y con un aumento de la proliferacion, la migracion y
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la invasion celular. Ademas, la inhibicion de elF5A1 mediante la adicién de GC7 revertia
este efecto (J. Zhang et al. 2018).

Por su parte, ya se ha hecho referencia a que EIF5A2 se localiza en la region
cromosoémica 3926, que esta frecuentemente amplificada en muchos tipos de tumores.
Esta region se identificd por primera vez en cancer ovarico, planteandose que EIF5A2
podria ser un posible oncogén (Guan et al. 2001). Otros canceres en los que se ha
observado la sobreexpresion de elF5A2 son el colorrectal, el de vejiga, hepatocelular,
pancreas, gastrico, de células escamosas del esdéfago o cancer de pulmén no
microcitico (CPNM). La sobreexpresion de elF5A2 también se ha relacionado con un
estado mas avanzado y agresivo de la enfermedad, un aumento de la recurrencia,
metastasis y disminucién de la supervivencia, lo que apoya que elF5A2 pueda
emplearse como marcador de prondstico en el cancer (Mathews and Hershey 2015). Al
igual que con elF5A1, existen un gran numero de estudios que tratan de esclarecer el
mecanismo bioldgico que relaciona elF5A2 con el cancer. En cancer de células
escamosas del esdfago, se ha relacionado la sobreexpresion de elF5A2, inducida por
una amplificacién génica o condiciones de hipoxia, con un aumento de la expresién de
HIF1-a y VEGF, lo que conlleva a un aumento de la metastasis y la angiogénesis (Y. Li
et al. 2014). En carcinoma hepatocelular, la sobreexpresion de elF5A2 se ha
correlacionado con un aumento de la movilidad celular y la induccion de la EMT, lo que
contribuye a la metastasis celular. Ademas, EIF5A2 era capaz de activar la via
RhoA/Rac1 para estimular la creacién de lamelipodios y fibras de estrés. La inhibicién
de EIF5A2 mediante GC7 o ARN pequenio interferente (ARNpi) disminuia la movilidad
(Tang et al. 2010). El papel activo de EIF5A2 en la induccién de la EMT también se ha
observado a través de la regulacién al alza de la proteina asociada a metastasis MTA1,
a través de un aumento del reclutamiento de c-myc, GCN5 y TIP60 en el promotor de
MTA1 (Zhu et al. 2012). La proteina MTA1 también se ha relacionado con el proceso de
EMT en otros tipos de cancer, como el CPNM (Ma et al. 2017), y con elF5A2 en cancer
gastrico, donde se ha observado que la sobreexpresién de elF5A2 en células de este
tipo de cancer se correlaciona con la disminucion de la expresion de E-cadherina y un
aumento de la expresion de vimentina, c-myc, las ciclinas D1y D3 y MTA1 (Meng et al.
2015). En CPNM también se ha asociado elF5A2 con una mayor migracion y capacidad
invasiva, ya que su inhibicion mediante ARNpi disminuye estas capacidades y ademas
provoca el descenso en la expresion de vimentina, c-myc o el regulador de la apoptosis
Bcl-2 (C. Chen et al. 2018) y se le considera como un marcador de peor prondstico y
estado mas avanzado de la enfermedad (He et al. 2011). Ademas, se ha relacionado

elF5A2 con el microambiente tumoral, mediante la mediacion de sefales que regulan la
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apoptosis, angiogénesis, invasion y metastasis, como las de las rutas Akt/MMP-2,
MTA1, Ros, HIF1-a, PEAK1 y TGFB1 (Ning et al. 2020).

En conclusion, la diferencia existente entre la expresion de elF5A1 y elF5A2 en
tejidos normales y su sobreexpresién en algunos tipos de canceres, especialmente en
el caso de elF5A2, que es practicamente indetectable en la mayoria de los tejidos en
condiciones fisiolégicas normales, los posiciona como posibles marcadores de peor
pronéstico de la enfermedad. Su inhibicion mediante GC7 u otros inhibidores especificos
de la hipusinacion ha mostrado signos de disminuir el crecimiento tumoral y la
metastasis, por lo que seria una interesante diana terapéutica sola, o en combinacion

con otros farmacos.
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OBJETIVOS



Actualmente, el cancer de pulmon es la principal causa de muerte asociada al cancer
en hombres y la segunda mas comun en mujeres. La cirugia y la quimioterapia son las
estrategias terapéuticas principales para el tratamiento de este cancer, pero la
metastasis y la resistencia a los farmacos provocan el fracaso terapéutico. Es por ello
que existe la necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.

Con este proyecto se propone investigar el efecto patolégico de elF5A2 en CPNM, y
profundizar en los mecanismos moleculares que regulan su actividad en las células
cancerosas.

El objetivo final es la identificacion de elF5A2 como un marcador de prondstico en
CPNM, y abrir una nueva ventana terapéutica para pacientes con cancer de pulmoén
avanzado que muestran altos niveles de elF5A2, mejorando asi la probabilidad de una

respuesta terapéutica efectiva.

Los objetivos concretos son:

1. Analizar la expresioén génica y proteica de elF5A2 en lineas derivadas de CPNM.

2. Investigar el papel de elF5A2 en la proliferacion celular, la capacidad de

migracion e invasion celular y el desarrollo de la EMT.

3. Estudiar el efecto del inhibidor de la hipusinacion GC7 en la proliferacion celular,

la capacidad de migracion e invasion celular y el desarrollo de la EMT.

4. Relacionar elF5A2 con la maquinaria de traduccidon e investigar el papel de

elF5A2 en la sintesis de proteinas especificas de la EMT.

5. Estudiar el efecto de la sobrexpresion de elF5A2 en la generacion de tumores y

migracién e invasion celular en modelos de raton xenotrasplantados.

6. Correlacionar la expresion de elF5A2 en muestras de tumores de pacientes con
CPNM con variables clinico-patolédgicas y curso clinico de la enfermedad, con el

fin de evaluar su papel como biomarcador.
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MATERIALES Y
METODOS



1. Acidos nucleicos

1.1. ARN de interferencia

Para inhibir la expresion génica de EIF5A1y EIF5A2 de forma especifica, se introdujo
en las células mediante transfeccion un ARN pequerio de interferencia (ARNpi), como
se indica en el apartado 3.2.

Las secuencias de los ARNpi se diseharon especificamente para silenciar cada una
de las isoformas de EIF5A, EIF5A1 y EIF5A2. La secuencia para silenciar EIF5A1 es
GTACGACTGTGGAGAAGAG, y para silenciar EIF5A2 es GACAGAAACTGGTGAAG-
TT, ambos de Sigma-Aldrich Corporation (MO, USA). Ambos se conservan a una

concentracién de 100 uM en un ultracongelador a -80°.

1.2. ADNs y plasmidos

Los plasmidos empleados para la transfeccion y obtencién de lineas celulares que
sobreexpresen elF5A2 de manera estable, y su respectiva linea control, fueron las
construcciones pCIG-IRES-GFP (vector vacio-EV) y pCIG-Flag-elF5A2-IRES-GFP.
Ambos fueron cedidos por el Dr. Antonio Herrera (Neurodevelopmental system biology
lab, Swiss Federal Institute of Technology Lausanne, Lausana, CH). Ambos plasmidos
son resistentes a geneticina.

El disefo del plasmido pCIG-Flag-elF5A2-IRES-GFP se muestra en la Figura 9. Para
su construccion, se digirié el plasmido pcDNA3-Flag-elF5A2 con las enzimas EcoRl y
Pmel y el fragmento Flag-elF5A2 resultante se insertd en el plasmido pCIG-IRES-GFP.
La etiqueta FLAG, cuya secuencia es DYKDDDDK, esta fusionada a la proteina elF5A2
y permite su purificacion mediante cromatografia de afinidad y observar su localizaciéon
dentro de las células vivas. También para ayudar a comprobar su localizacién y
expresion en las células, este plasmido incluye la expresion de GFP, por lo que las
células transfectadas con este plasmido emitiran luz verde fluorescente cuando se
exponga a la luz en el rango azul a ultravioleta. Finalmente, el elemento IRES (Sitio
interno de entrada al ribosoma) es una secuencia de nucleétidos que permite el inicio

de la sintesis proteica de forma independiente a la caperuza en 5’.
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Figura 9. Construccion del plasmido pCIG-Flag-elF5A2-IRES-GFP.

1.3. Transformacion de bacterias por choque térmico

Mediante choque térmico, se transformaron las bacterias E. Coli quimicamente
competentes (One Shot™ MAX Efficiency™ DH10B T1 Phage-Resistant Cells, REF
12331013, Invitrogen, MA, USA) para introducirles los dos plasmidos de interés, pCIG-
IRES-GFP y pCIG-Flag-elF5A2-IRES-GFP. Para ello, se mezclé el ADN con las
bacterias competentes y se incubo la mezcla en hielo durante 30 min. Tras este tiempo,
se realizé el choque térmico, incubando el vial a 42°C durante 45 seg, y después, 2 min
mas en hielo.

A continuacion, se afadi6 1 mL de medio LB liquido (10 g/L de bacto-triptona
(Condalab, Madrid, ES), 5 g/L de bacto-extracto de levadura (Condalab, Madrid, ES) y
10 g/L de NaCl (VWR, PA, USA) y se incubaron las bacterias durante 1h a 37°C.
Finalmente, se sembraron las bacterias en placas LB-agar (medio LB con 15 g/L de
bacto-agar (Condalab, Madrid, ES)), suplementado con ampicilina (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, DE) a 50 mg/mL para la seleccion de aquellas bacterias que han insertado

el plasmido, y se crecieron durante la noche en una estufa a 37°C.

1.4. Purificacion del ADN

Se seleccionaron colonias crecidas en la placa de LB-agar y se crecieron en medio
LB selectivo en tubos de ensayo tapados, durante la noche a 37°C y en agitacion.
En primer lugar, con este cultivo, se realizd6 una Miniprep con el kit Nucleospin

Plasmid (Macherey-Nagel, Diren, DE), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
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comprobd la cantidad e integridad del ADN obtenido mediante el Nanodrop ND1000
(Thermo Scientific, MA, USA) y posteriormente se secuencié en el servicio de Genémica
y Genética Traslacional del Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF), con el fin de
comprobar que el plasmido amplificado coincide en algun punto, en este caso, con la
secuencia de elF5A2.

Una vez realizada esta comprobacion, se volvido a realizar todo el proceso de
transformacion bacteriana y crecimiento, hasta cultivar las bacterias seleccionadas en
un matraz de 1 L con medio LB selectivo, durante la noche a 37°C y en agitacion.

Finalmente, se extrajo el ADN plasmidico mediante Maxiprep con el kit NucleoBond
Xtra Maxi (Macherey-Nagel, Diren, DE), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
comprobd la cantidad e integridad del ADN obtenido mediante Nanodrop y se

conservaron a -20°C alicuotas de los plasmidos a una concentracion de 1 pg/uL.

2. Cultivos celulares

2.1. Lineas celulares estables comerciales de CPNM

Se han empleado células de las lineas de cancer de pulmén A549, NCI-H1395 (en
adelante nombrada como H1395) y NCI-H441 (en adelante nombrada como H441),
obtenidas de la ATCC (American Type Culture Collection, VA, USA). También se empled
la linea celular PC-9 (conocidas anteriormente como PC-14), obtenidas de la ECACC
(European Collection of Authenticated Cell Cultures, Salisbury, UK).

Las células A549 se derivaron de tejido de un adenocarcinoma de pulmén de un
varon caucasico de 58 afios. Las células H1395 también se derivaron de tejido de un
adenocarcinoma de pulmén, pero en este caso, de una mujer blanca de 55 anos. Las
células H441 fue derivada a partir del liquido pericardico de un paciente con
adenocarcinoma papilar de pulmén. Por ultimo, la linea PC-9 se derivd de un

adenocarcinoma de pulmon diferenciado.

2.2. Generacion de lineas celulares estables

Con la construccién que codifica elF5A2 junto a la proteina fluorescente verde GFP
(pCIG-Flag-elF5A2-IRES-GFP) y el plasmido control que soélo expresa GFP (pCIG-
IRES-GFP), se han generado lineas celulares que sobreexpresan elF5A2 de manera

estable.
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En primer lugar, se transfectaron las células parentales H1395 con estos plasmidos,
como se detalla mas adelante en el apartado 3.1. A las 48 h de la transfeccién, se
comprobd mediante microscopia de fluorescencia que las células expresaban GFP y
por tanto eran verdes, y en ese momento se afiadié al cultivo el antibidtico G418
(geneticina) (Corning Incorporated, NY, USA) con el fin de seleccionar por resistencia a
este antibidtico aquellas células en las que se habia insertado el plasmido. Las células
se mantuvieron en cultivo, cambiando el medio con el antibiético de forma periddica,
hasta llegar a tener células unicas que tenian incorporado el plasmido con las que se
las habia transfectado.

Estas células se amplificaron hasta obtener un cultivo confluente, que se pasoé por
Cell Sorter MoFlo XDP (Beckman-Coulter, CA, USA) para identificar aquellas células
que eran GFP+ y continuar con ellas en el cultivo. Asi, las lineas estables cuentan con
una doble seleccidn.

De esta forma, se generaron dos lineas celulares, H1395-elF5A2, que sobreexpresa
Flag-elF5A2 junto a GFP de manera estable y su correspondiente linea control, H1395-
EV (por Empty vector), que expresan el vector IRES-GFP vacio. La sobreexpresion de
elF5A2 y la expresion de Flag y GFP se comprobé posteriormente mediante Western
Blot.

2.2.1. Analisis de la capacidad proliferativa celular

Para analizar la capacidad proliferativa de las lineas celulares estables generadas,
se realizaron pases consecutivos de las células hasta 20 pases seriados. Cada vez, se
sembraron las células a 1500 células/cm? y se renovo el medio de cultivo cada 3-4 dias.
Semanalmente, se levantaron las células y se contaron con la camara Neubauer. Los
doblajes poblacionales (DP) se calcularon mediante la féormula: DP=[(logio (NH)-
log10(N1)/log10(2), donde N es el numero de células recogidas y N1 es el numero
de células sembradas. Los doblajes poblacionales acumulativos (DPA) se calcularon

afadiendo a cada pase el DP de los pases anteriores.

2.3. Cultivo en adherencia de las lineas celulares

Con la excepcion de la linea H441, el medio de cultivo estandar para el crecimiento
en adherencia de las lineas celulares (incluidas las lineas estables generadas en el
laboratorio y las derivadas de paciente) fue DMEM/F-12 (medio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) + GlutaMAX. La linea H441 se cultivd con medio
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comercial RPMI (medio Roswell Park Memorial Institute) (Gibco, Paisley, UK). Ambos
medios se suplementaron con un 10% de suero bovino fetal (FBS) (Biowest, Nuaillé,
FRA) y un 1% de los antibidticos Penicilina-Estreptomicina (Gibco, Paisley, UK). El
crecimiento de todas las lineas se realizd en el interior de un incubador Steri-Cycle CO,
Incubador HEPA class 100 (Hucoa Erlés, Madrid, ES), a 37° de temperatura, con
humedad atmosférica del 80% y 5% de CO..

Para el mantenimiento de las lineas, se emplearon placas de 100 mm o frascos de
cultivo celular de 25 cm? o 75 cm? (Corning Costar, Corning Incorporated, NY, USA).
Para la siembra de experimentos, se utilizaron placas de 6 o 96 pocillos (Corning Costar,
Corning Incorporated, NY, USA) o placas de 150 mm (Sarstedt, NUmbrecht, DE). En
todos los casos, los frascos y placas estaban fabricados en poliestireno y tratadas para
el cultivo en adherencia. Se eligié la placa de siembra en funcién del experimento a
realizar.

Al llegar cerca de la confluencia en el cultivo de mantenimiento, se realizaban los
pases del cultivo. Para ello, se empleaba tampén fosfato salino (PBS, Phosphate
buffered saline (Biowest, Nuaillé, FRA)) atemperado para los lavados del cultivo y
Tripsina-EDTA (Gibco, Paisley, UK) para hidrolizar los enlaces peptidicos de las
proteinas de adhesion de la membrana celular y asi dejar las células en suspension. A
continuacion, un volumen de 10 pL de la suspension celular se mezclaba 1:1 con el tinte
azul tripan (Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE) para comprobar la viabilidad celular y realizar
el contaje de las células en una camara de recuento Neubauer (Hirschmann,
Neckartenzlingen, DE). Segun el experimento a realizar o si es un pase de
mantenimiento, se realiza la resiembra celular con un determinado nimero de células

por pocillo o placa de siembra.

3. Ensayos celulares

3.1. Transfeccion transiente

Se realizaron transfecciones transitorias en la linea H1395. Las células transfectadas
son las que posteriormente se seleccionaron para desarrollar las lineas estables, tal y
como se indica en el apartado 2.2. Para las transfecciones se empled el reactivo
Lipofectamina LTX (Invitrogen, MA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los plasmidos pCIG-IRES-GFP y pCIG-Flag-elF5A2-IRES-GFP se anadieron en
proporcion 1:3 con el reactivo Lipofectamina LTX y 1:1 con el reactivo Plus Reagent,

utilizando el medio reducido en suero Opti-MEM (Invitrogen, MA, USA).

44



La transfeccion se llevo a cabo en cultivo con medio sin antibidticos y tras 6h con el

reactivo de transfecciéon se cambié el medio de cultivo a medio de adherencia completo.

3.2. Silenciamiento génico mediado por ARN pequeno de

interferencia

La introduccion de un ARN pequeno de interferencia (ARNpi) es una de las
herramientas mas empleadas para silenciar de forma especifica la expresion génica. Su
mecanismo se basa en la complementariedad de secuencia que tiene con el mRNA
diana, y al unirse a él, provoca su rotura y degradacion.

Para este trabajo, el silenciamiento se realizdé con el reactivo Lipofectamina 3000
(Invitrogen, MA, USA), utilizado segun las instrucciones del fabricante.

El ARNpi especifico para silenciar EIF5A1 y EIF5A2, se introdujo junto al reactivo
Lipofectamina 3000 en proporcién 1:1 en el silenciamiento llevado a cabo en las células
H1395 y en proporcién 1:2 en el silenciamiento realizado en A549. En todos los casos,
se utilizé el medio reducido en suero Opti-MEM. Como control, se empled la mezcla de
transfeccion sin ningun ARNpi.

La transfeccion se llevo a cabo en cultivo con medio sin antibiéticos y tras 6h con el

reactivo de transfeccion se cambié el medio de cultivo a medio de adherencia completo.

3.3. Induccién de la EMT con TGFf1

En este trabajo se ha utilizado la citoquina TGFB1 para inducir el desarrollo de la
EMT en el cultivo en adherencia, tanto en las células en las que se silenciaba EIF5A1y
EIF5A2, como en las lineas estables H1395-EV y H1395-elF5A2.

Estas células se trataron en cultivo con la proteina humana recombinante TGF31
(PeproTech, London, UK) a una concentracion de 10 ng/mL, durante los tiempos
indicados en los distintos experimentos. Como la proteina es inestable en cultivo, se
suplementaba periddicamente en el medio que se afiadia al cultivo. El control en estos

experimentos fueron células sin tratamiento.

3.4. Inhibiciéon farmacolégica de elF5A con GC7

En las lineas celulares estables H1395-EV y H1395-elF5A2 se llevé a cabo la

inhibicion farmacolégica de elF5A empleando GC7 (N1-guanil-1,7-diamino-heptano).
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GC7 es un inhibidor competitivo de la enzima de la ruta de hipusinaciéon DHS, y por
tanto, impide la hipusinacion de elF5A y que este se active en la célula.

En primer lugar, se hizo una curva de dosis letal media (DL50), con distintas
concentraciones de GC7 (Sigma-Aldrich Corporation, MO, USA) que comprendian
desde 0 yM hasta 68,12 uM. Los resultados obtenidos mostraron que la DL50 para la
linea H1395-EV es de 16,53 uM y en el caso de las células H1395-elF5A2, de 17,04
MM, por lo que se empled esta concentracion mas alta en todos los experimentos
llevados a cabo con este inhibidor.

El inhibidor se afadia directamente al medio de cultivo en adherencia y se dejaba
actuar durante un tiempo determinado en funcion del experimento. Como control en

estos experimentos, se emplearon células sin tratamiento.

4. Analisis de expresién génica

4.1. Extraccion de ARN

En funcion del experimento, se puso fin a los cultivos a distintos tiempos. En el caso
de los silenciamientos génicos, se recogieron los extractos 72 h después de realizar el
silenciamiento y tras 48 h de tratamiento con TGFB1. En el caso de la induccion de la
EMT a distintos tiempos con TGFB1 en las lineas estables, se recogieron extractos tras
4 h,8h, 24 h, 48 hy 72 h de tratamiento con la citoquina TGFB1. Por ultimo, en los
experimentos en células de la linea estables H1395-elF5A2 tratada con TGFB1 y GC7,
se recogieron extractos tras 24 h, 48 hy 72 h de tratamiento.

Todos los extractos se recogieron sobre lecho de hielo, rascando en 200 pyL de PBS
frio. Se extrajo el ARN de todas las muestras con el kit High Pure RNA Isolation Kit
(Roche, Basilea, CH), siguiendo los pasos detallados por el fabricante.

Para determinar la concentracion y pureza de las muestras obtenidas, se
cuantificaron en el Nanodrop. Tanto en el ratio OD2onm/OD230nm cOmo en el ratio
OD260nm/OD2sonm S€ Obtuvieron unos niveles 6ptimos, lo que indicaba que no habia
contaminaciones con sales o proteinas en las muestras. También se extrajo cantidad

suficiente para continuar con la transcripcion reversa.
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4.2. Transcripcion reversa

Para continuar con el estudio de la expresion génica, se retrotranscribié el ARN
obtenido a su ADN complementario (ADNCc). Para ello, se prepararon diluciones con 1
pg de ARN en un volumen maximo de 10 pL en agua libre de RNasas. Se empled el kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, MA, USA), que
contiene el tampdn de reaccién 10X, la mezcla equimolar de dNTPS, un mix aleatorio
de cebadores y la enzima transcriptasa reversa. Se siguieron las instrucciones del
fabricante para preparar la mezcla de componentes y se llevd a cabo la reaccion de
transcripcion en un termociclador (Eppendorf, Hamburgo, DE), incubando la muestra a
25°C durante 10 min, seguido de 120 min a 37°C. La reaccion se detuvo subiendo la
temperatura hasta 85°C durante 5 min. Se prepararon diluciones 1:100 y se conservo el
ADNCc obtenido a -20°C hasta su uso.

4.3. PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)
Las qPCR se llevaron a cabo en placas de 96 o 384 pocillos (Axygen Scientific, CA,

USA), cargando en cada una de ellas, por triplicado, 5 uyL de ADNc de la muestra de
interés, 0.5 UL de la mezcla de oligonucleétidos directo + inverso, 2 uL de la mezcla 5X
PyroTaq EvaGreen (Cultek, Madrid, ES) y agua libre de RNasas hasta completar un
volumen final de reaccion por pocillo de 10 pL.

Los oligonucleétidos empleados estaban previamente diluidos a una concentracion
de uso de 10 uM. Sus secuencias, tanto del oligo directo como el inverso, se detallan

en la Tabla 1.
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Tabla 1. Oligonucledtidos empleados en qPCR.

Gen Secuencia oligonucleétido
EIE5A2 Directo: AACTGCCAGAAGGTGAACTAGG
Inverso: GTTTCCGTTTATTTGCAGGGT
EIF5A2 Directo: GGCTTCCAGCACTTACCCTA
(plasmidico) Inverso: ATGGTCGTCCTTTGAGCACC
EIF5A1 Directo: TTGGCAAGGAGATTGAGCAG
Inverso: TTTGCCATGGCCTTGATTGC
EN1 Directo: TGCTTCCTGGCCGAAAATAC
Inverso: ATCAGGCGCTGTTGTTTGTG
CDH1 Directo: TGCCCCCAATACCCCAGCGT
Inverso: ACGGTGGCTGTGGAGGTGGT
CDH2 Directo: GGACCGAGAATCACCAAATG
Inverso: AACACTTGAGGGGCATTGTC
VIM Directo: CCTTGAACGCAAAGTGGAAT
Inverso: TTTGGACATGCTGTTCCTGA
FHOD1 Directo: GCCAGCTGATGCTCTTTGTG
Inverso: CAGCTTCAGGGCTGTCTTCA
P85 Directo: GTCCGAGATGCTTCTAGCAAG
Inverso: CAGCTTATTGTTCCCGCCTTT
MTA1 Directo: AGATACGTGCAGCAGAAACG
Inverso: TTGACGCTGATTTGGTTCGG
E7R Directo: CTGAGACTGCCGTGCTCTTG
Inverso: GTAAGTTTGTGCTGGTCCATCACT
SNAI Directo: CTAGGCCCTGGCTGCTACAA
Inverso: CCTGGCACTGGTACTTCTTGA
$26 Directo: CTGCACTAACTGTGCCCGATGCGTG
Inverso: GACGCTCGCTTCAGAAATGTCCCTG

La amplificacion del ADN y la deteccién de la fluorescencia emitida se realizd en un
termociclador LightCycler 480 (Roche, Basilea, CH), con un programa que consistia en
una incubacion previa de 15 min a 95°C para activar la enzima Taq polimerasa, seguida
de 45 ciclos de 15 seg de desnaturalizacion a 95°C, hibridacién con los cebadores
durante 20 seg a 65°C y 20 seg de elongacién a 72°C. Finalmente, se llevé a cabo una
curva de desnaturalizacién, incrementando la temperatura de forma continua desde
60°C a 97°C a una velocidad de 0.11°C/s para comprobar la especificidad de la
amplificacion.

Por ultimo, se cuantificd la cantidad relativa de ADN en cada muestra siguiendo el
método de AACt descrito por Applied Biosystems (Livak and Schmittgen 2001),
normalizando la expresion de cada gen de interés respecto a la del gen de referencia
S26.
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5. Analisis de expresidén proteica

5.1. Preparacion de extractos proteicos

Los experimentos se finalizaron a los mismos tiempos que aquellos recogidos para
la extraccion de ARN.

Todos los extractos se recogieron de la misma forma. Sobre lecho de hielo, se
lavaron las placas de cultivos con PBS frio y se rascaron las células con ayuda de un
raspador con 300 pL de buffer de lisis proteico, compuesto por Laemmly Buffer casero
1X sin azul de bromofenol ni DTT, 150 mM de NaCl y 1% de Tritén-X100 (Sigma-Aldrich
Corporation MO, USA). Los extractos obtenidos se hirvieron 5 min a 95°C y se

centrifugaron 5 minutos a velocidad maxima. Se conservaron a -20°C hasta su uso.

5.2. Cuantificacion de la concentracion proteica

Todos los extractos obtenidos se cuantificaron con el kit de ensayo de proteinas BCA
Pierce (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Este kit se basa en una reaccion
colorimétrica producida por la reduccién del cation Cu*? a Cu*'. Este cambio de color se
detectd mediante el espectrofotometro Victor2 (PerkinElmer, MA, USA), midiendo la
absorbancia a 562 nm.

Se prepararon diluciones 1:10 de las muestras obtenidas con PBS y se cargaron por
duplicado en una placa de fondo plano (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) junto a la
curva estandar de concentraciones conocidas de BSA, incluida en el kit de BCA Pierce.

Se siguieron las instrucciones del fabricante del kit para la cuantificacion proteica.

5.3. Western Blot

Las proteinas obtenidas se separaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida con dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE) con porcentajes del 10% al 15%,
lo que permite la separacién por tamano de las proteinas. Se empled la camara
electroforética Mini-PROTEAN 2-D (Bio-Rad Laboratories, CA, USA), con el tampén de
electroforesis compuesto de 3 g/L de Tris base (Thermo Fisher Scientific, MA, USA),
14,4 g/L de glicina (VWR, PA, USA) y un 0,1% de SDS (VWR, PA, USA) y se utiliz6 el
marcador de pesos moleculares PageRuler (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), que

contiene un estandar de proteinas pretefidas de 10 kDa a 180 kDa.
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Tras la electroforesis se procedio a la transferencia de las proteinas del gel a una
membrana de PVDF Immun-Blot PVDF Membrane (0,45 pm) (Bio-Rad Laboratories,
CA, USA). La transferencia se llevd a cabo en condiciones himedas, utilizando el
sistema “Mini Trans-Blot® Cell” (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). El tampdén de
transferencia empleado se compuso de 6 g/L de Tris base y 3,1 g/L de acido bdrico
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Previamente a la transferencia, la membrana de
PVDF se activd con metanol 100% siguiendo las instrucciones del fabricante. La
transferencia se realizé durante 16 h a temperatura ambiente con un voltaje fijo de 12
V. El tampén de transferencia se agitdé suavemente durante toda la transferencia con
ayuda de un agitador magnético.

Tras la transferencia, se comprobd que ésta se habia realizado satisfactoriamente
tinendo la membrana con Ponceau (Sigma-Aldrich Corporation MO, USA) al 0,1% en
acido acético (Merck, Darmstadt, DE) al 1%. Este colorante se une de manera reversible
a las bandas de proteinas adheridas a la membrana de PVDF. La membrana tefiida se
escaneo y se elimino el tinte con lavados sucesivos con agua.

Para la deteccién inmunolégica de las proteinas de interés, las membranas se
blogquearon con solucién de bloqueo (5% leche desnatada (Panreac, Barcelona, ES) en
TBS/Tween (2,42 g/L de Tris base, 8,77 g/L de NaCl y 0,05% de Tween-20 (Sigma-
Aldrich Corporation MO, USA)) durante una hora a temperatura ambiente, en agitacion.
A continuacién, se incubd la membrana con anticuerpo primario. Los anticuerpos
utilizados, asi como su dilucién de uso se especifican en la Tabla 2. Todos se incubaron
durante toda la noche en camara fria y rotacion. Tanto el secundario anti-conejo-HRP,
como el anti-ratén-HRP (Sigma-Aldrich Corporation MO, USA) se emplearon en dilucién
1:5.000 en TBS/Tween y se incubaron dos horas a temperatura ambiente y en rotacion.

Finalmente se detectd la union antigeno-anticuerpo mediante quimioluminiscencia,
empleando un kit comercial de ECLs (Electroquimioluminiscencia). Para una deteccion
normal, se empleé el kit Pierce (Pierce ECL Western Blotting Substrate, (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA)), y cuando fue necesario, se empled el kit de sustratos de maxima
sensibilidad SuperSignal WestFemto (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Ambos Kits
contienen soluciones de peroxido de hidrégeno y luminol y se emplean en proporcion
1:1. Para detectar la senal, se utilizé una reveladora automatica de peliculas
radiograficas (AGFA, Mortsel, BE) y peliculas Carestream Medical X-Ray Film (Kodak,
Rochester, USA) o peliculas Cytiva Amersham Hyperfilm (Thermo Fisher Scientific, MA,
USA).

Finalmente, la cuantificacion de los niveles de expresién se realizé normalizando la
sefal obtenida para cada proteina respecto al Ponceau de la membrana

correspondiente y empleando el software Imaged (NIH, USA).
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Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para Western Blot y su uso.

Anticuerpo Especie Diluciéon Casa comercial y referencia
Anti-E-cadherina Policlonal de conejo 1:500 GeneTex, GTX100443
Anti-elF5A2 Policlonal de conejo 1:1.000 Proteintech Group, 17069-1-AP
Anti-ezrina Monoclonal de ratén 1:1.000 Thermo Fisher Scientific, MA5-13862
Anti-Flag Monoclonal de ratén 1:1.000 Sigma-Aldrich Corporation, F3165
Anti-FHOD1 Policlonal de conejo 1:500 Merck Millipore, ABS53
Anti-fibronectina Policlonal de conejo 1:500 GeneTex, GTX112794
Anti-GFP Policlonal de conejo 1:1.000 Rockland Immunochemicals, 600-401-215
Anti-Hipusina Policlonal de conejo 1:5.000 Merck Millipore, ABS1064
Anti-HSP90 Monoclonal de ratén 1:5.000 Santa Cruz Biotechnology, sc-13119
Anti-MTA1 Policlonal de conejo 1:500 Bethyl Laboratories, A300-280A-M
Anti-N-cadherina Policlonal de conejo 1:500 GeneTex, GTX127345
Anti-p85 Policlonal de conejo 1:500 Bethyl Laboratories, A302-593A-M
Anti-SNAI1 Policlonal de conejo 1:500 GeneTex, GTX125918
Anti-vimentina Monoclonal de ratén 1:1.000 Abcam, ab8978

6. Analisis de la traduccion celular

En este trabajo, se han llevado a cabo dos aproximaciones experimentales con el

objetivo de relacionar de forma especifica la maquinaria traduccional celular con la

isoforma elF5A2.

6.1. Perfiles polisomales

Varios ribosomas pueden unirse al mismo tiempo a un mismo ARNm y llevar a cabo
su traduccion, creando complejos que se pueden separar en gradientes lineales de
sacarosa, ya que las ribonucleoproteinas unidas a mensajero (RNPm) que estan siendo
traducidas por polirribosomas sedimentan mas que aquellas que no estan siendo
traducidas (Pringle, McCormick, and Cheng 2019).

Entre otros métodos para el estudio de los mRNA traducidos, como los perfiles
ribosomales o la purificacion de ribosomas traductores por afinidad, los perfiles
polisomales son los mas empleados, y ademas ofrecen ciertas ventajas como que
gracias a ellos es posible acceder a la secuencia completa del ARNm, incluidas las
regiones no codificantes, y que puede emplearse tanto para estudios posteriores de

transcriptomica como de protedmica (Chassé et al. 2017).
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En este trabajo, hemos llevado a cabo la recogida de extractos celulares sembrados
en placa de 150 mm y su posterior lisis basandonos en el protocolo descrito por Gandin
et al. (Gandin et al. 2014) . Brevemente, las células se trataron con cicloheximida (CHX)
(Merck, Darmstadt, DE) 100 ug/mL para detener la sintesis proteica y se levantaron las
células con tripsina y tras centrifugar 5 min a 400 g a 4°C y retirar el medio con tripsina,
se lavaron bien las células con PBS frio + CHX 100 pg/mL. Se centrifugd de nuevo y el
pellet se resuspendiod en el buffer de lisis hipotdnico, compuesto por 5 mM Tris-HCI (pH
7,5), 2,5 mM MgCls, 1,5 mM KCl y el mix de proteasas PMSF 1 mM (Bio-Techne, Bristol,
UK), aprotinina 1 ug/mL (Bio-Techne, Bristol, UK), leupeptina 1 ug/mL (Bio-Techne,
Bristol, UK) y pepstatina 1 ug/mL (Bio-Techne, Bristol, UK). Posteriormente se afadio
Triton X-100 al 10% para tener una concentracion final de 0,5% y deoxicolato (Sigma-
Aldrich Corporation MO, USA) al 10% para alcanzar una concentracion final de 0,5%. El
extracto se centrifugd 7 min a 16.000 g a 4°C y se midié la OD a 260 nm del
sobrenadante para cargar en todos los gradientes de sacarosa la misma cantidad de
muestra.

Los gradientes lineales de sacarosa 10%-50% se realizaron en el Gradient Master
(Biocomp, Fredericton, CA) y se conservaron en frio hasta su uso. Se depositd la
muestra con cuidado en cada gradiente, y tras equilibrarlos con ayuda de una balanza,
se cargaron en los soportes del rotor SW40Ti (Beckman Coulter, CA, USA). Se
centrifugaron en la ultracentrifuga Beckman Optima XL-100 (Beckman Coulter, CA,
USA) a 36.000 rpm durante 2 h a 4°C en aceleracion y desaceleracion lenta.

A continuacién, se recogieron las fracciones del perfil polisomal. Para ello, se empled
el Piston Gradient Fractionator (Biocomp, Fredericton, CA), adaptado con un
espectrofotdmetro y dirigido por el software Triax (Biocomp, Fredericton, CA), que a
medida que el piston absorbia la muestra en el gradiente lineal de sacarosa, el
espectrofotdmetro media su absorbancia a 254 nm y el software dibujaba el perfil
polisomal.

Las fracciones recogidas se emplearon para precipitar proteina. Para ello, en funcion
de los distintos picos de RNPm, monosomas, bisomas, etc. obtenidos en el perfil, se
agrupo el volumen de varias fracciones. Se anadi6 acido tricloroacético (Sigma-Aldrich
Corporation MO, USA) al 50% para llegar a una concentracion final del 10% y se dejo
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se precipitaron las proteinas centrifugando a 4°C
a 16.000 g durante 10 min. Tras lavar el pellet con acetona a -20°C, se dejo secar el
pellet a temperatura ambiente y finalmente se resuspendié en Laemmly buffer completo
2X.

El extracto proteico se empled para estudiar la expresion de diferentes proteinas

mediante Western Blot, tal y como se describe en el apartado 5.3.
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6.2. Ensayos de marcaje con puromicina

La puromicina es un antibiético aminonucleésido, que es producido por la bacteria
Streptomyces alboniger. Estructuralmente, es un analogo de una tirosina unida a un
ARN, y al tratar las células con puromicina, esta se incorpora a la cadena polipeptidica
naciente y detiene la elongacion (Nathans 1964).

La siembra, fijacion celular y la inmunofluorescencia se realizé tal y como se describe
en los distintos apartados del punto 7, con la diferencia en este experimento, de que
previamente a la fijacion celular, se traté el cultivo con 50 ug/mL de puromicina (Sigma-
Aldrich Corporation MO, USA) durante 5 min a 37°C, para permitir su incorporacion en

las cadenas polipeptidicas.

7. Analisis de imagen

Todas las células que se utilizaron para ensayos de inmunofluorescencia se
sembraron sobre cubreobjetos redondos (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) que se
habian depositado en el fondo del pocillo de la placa de cultivos, a la densidad necesaria
para que el dia en el que finalizaba el experimento, el cultivo estuviese
aproximadamente a un 60% de la confluencia. Esta confluencia mas baja es necesaria
para poder tener zonas en el cubreobjetos con células individuales que observar al
microscopio.

Las células se fijaron en el cubreobjetos incubandolas en la misma placa de cultivo
20 min con paraformaldehido (PFA) al 4% (ANAME, Madrid, ES). Tras varios lavados
con PBS, se conservaron afadiendo a los pocillos PBS con azida sddica (Sigma-Aldrich
Corporation MO, USA) al 0,05% vy sellando la tapa de la placa con Parafiim. Se

guardaron en camara fria a 4°C hasta su uso.

7.1. Fijacion del citoesqueleto

En los experimentos realizados para el estudio del citoesqueleto de actina, las células
se sometieron a un protocolo especifico para fijar el citoesqueleto.

Para ello se incubaron las células con 0,2 mg/mL de DSP (dithiobis (succinimidyl
propionate)) (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Se lavé el cultivo con una solucion
atemperada de glicina 0,1 M en medio de cultivo sin suplementar, para inactivar el DSP,

y tras lavar con PBS, se incubaron las células con tampén Tsb pH 6,9 (1mM EGTA

53



(Sigma-Aldrich Corporation MO, USA), 4% de polietilenglicol 6.000 (Sigma-Aldrich
Corporation MO, USA), 100 mM PIPES (Sigma-Aldrich Corporation MO, USA) y 0,5%
Triton x-100 en agua destilada)). Tras esta incubacién, se fijaron las células con PFA
4% vy se lavaron con glicina 0,1 M disuelta en PBS. Como en el resto de los
experimentos, las placas fijadas se conservaron en PBS con azida sédica al 0,05%,

selladas con Parafilm y a 4°C hasta su uso.

7.2. Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia se llevé a cabo en camara himeda, en la cual se colocaron
los cubreobjetos con las células fijadas sobre Parafilm. Las células se permeabilizaron
con Tritén x-100 1% en PBS durante 10 min. A continuacion, se incubaron a temperatura
ambiente 1 hora con BSA al 5% en PBS para bloquear las posibles uniones
inespecificas. Tras retirar la solucién de bloqueo, se anadié el anticuerpo primario, en
las condiciones detalladas en la Tabla 3.

Tras retirar el anticuerpo primario y lavar con PBS, se anadid el anticuerpo
secundario, en las condiciones especificadas en la Tabla 4. En los experimentos en los
que se estudié la integridad del citoesqueleto de actina, las células se incubaron con
faloidina conjugada a TRITC (Sigma-Aldrich Corporation MO, USA), durante 2 h a
temperatura ambiente y concentracién 1:800. La faloidina es una micotoxina del grupo
de las falotoxinas producida por el hongo Amanita phalloides, que es capaz de unirse
especificamente microfilamentos y de estabilizarlos, lo cual la faculta para ensayos de
microscopia empleando una variante marcada fluorescentemente con un fluorocromo.

La faloidina-TRITC también se incubd durante 2 h a temperatura ambiente.

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados para inmunofluorescencia y su uso.

Anticuerpo Especie Dilucién Casa comercial y referencia
Anti-elF5A2 Policlonal de conejo 1:250 Sigma-Aldrich Corporation, HPA029090
Anti-Flag Policlonal de conejo 1:200 Cell Signaling, #2368T
Anti-Flag Monoclonal de ratén 1:200 Sigma-Aldrich Corporation, F3165
Anti-Hipusina Policlonal de conejo 1:1.000 Merck Millipore, ABS1064
Anti-Puromicina Monoclonal de ratén 1:1.000 Merck Millipore, MABE343
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Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados para inmunofluorescencia y su uso.

Anticuerpo Especie Dilucién Casa comercial

Anti-ratén IgG Texas Red Policlonal de cabra 1:600 Invitrogen, T862

Anti-ratén IgG Alexa Fluor 633 | Policlonal de cabra 1:600 Invitrogen, A21053

Anti-conejo IgG Alexa Fluor 568 | Policlonal de cabra 1:600 Invitrogen, A11036

Anti-conejo IgG Alexa Fluor 633 | Policlonal de cabra 1:600 Invitrogen, A21072

Finalmente, tras realizar lavados con PBS, los cubreobjetos se montaron sobre un
portaobjetos con el medio acuoso permanente Dako Ultramount (Agilent Dako, CA,
USA), que ya lleva incorporado el fluorescente DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), para
el marcaje de los acidos nucleicos del nucleo.

Las imagenes se adquirieron en un microscopio confocal invertido Leica TSC SP2
(Leica Biosystems, Wetziar, DE), en un microscopio confocal multifotén de alta
resolucion Leica TSC SP8 (Leica Biosystems, Wetziar, DE) o en un microscopio 6ptico
Apotome (Carl Zeiss AG, Jena, DE).

8. Analisis celular

8.1. Citometria de flujo

Para analizar el porcentaje de células del cultivo de H1395-EV y H1395-elF5A2 que
han incorporado el plasmido transfectado, se analizé la expresién de la GFP mediante
citometria de flujo. Tras tripsinizar el cultivo, se recogieron 100.000 células en 350 pL
de PBS con 0,5 pg/mL de yoduro de propidio (Sigma-Aldrich Corporation MO, USA), y
se analizaron por el citometro de flujo CytoFLEX S (Beckman-Coulter, CA, USA). El
yoduro de propidio es un agente intercalante fluorescente que se une al material
genético de las células muertas, ya que no es capaz de atravesar la membrana celular
de las células vivas, por lo que se obtiene como resultado el numero de células viables

que expresan GFP.
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8.2. Ensayos de proliferacion

Se realizaron ensayos de proliferacion celular tanto en células silenciadas de las
lineas A549 y H1395, como en las lineas estables H1395-EV y H1395-elF5A2. En el
caso de los experimentos con células silenciadas, éstas se sembraron en placas de 6
pocillos y se silenciaron como se indica en el apartado 3.2. A las 24 h del silenciamiento,
las células se levantaron y se resembraron las distintas condiciones del silenciamiento
por triplicado en una placa de 96 pocillos (Corning, MA, USA) tratada para el cultivo en
adherencia, a una densidad de 1.000 células por pocillo. Para los experimentos con las
lineas estables, las células se sembraron directamente en la placa de 96 pocillos, a una
densidad de 1.000 células por pocillo, y en esta misma placa se realizaron los distintos
tratamientos con TGFB1 y GC7.

Para cuantificar la proliferaciéon celular, se empled el kit CellTiter 96 (Promega
Corporation, Madison, USA), que emplea un método colorimétrico para determinar el
numero de células viables en el cultivo. Este kit contiene una sal de tetrazolio (MTS) (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), y un
reactivo de acoplamiento de electrones, el PMS (metosulfato de fenazina). EI MTS es
reducido por las células viables gracias a las enzimas deshidrogenasas que se
encuentran en las células metabdlicamente activas, y genera un compuesto de
formazan que es soluble en el medio de cultivo de las células y le da color. Tras aplicar
los reactivos del kit en proporcion 1:20, se incubaron durante 3 horas y se midi6 la
absorbancia a 490 nm en el espectrofotometro Victor2.

Con el fin de utilizar los ensayos MTS para estudiar la proliferacion celular, se
sembraron 1.000, 2.000, 4.000, 6.000, 8.000 y 10.000 células H1395-EV y H1395-
elF5A2 por pocillo P96 y por triplicado. 72 horas después de la siembra, se realiz6 el
MTS y se verificd la linealidad entre la densidad celular y la absorbancia a 490 nm
mediante un analisis de regresion lineal simple en Graphpad (Fig. S1). Por tanto, el valor
de la absorbancia obtenida en los ensayos de MTS realizados en las distintas lineas
celulares, es directamente proporcional al numero de células vivas en el cultivo, lo que

nos permite relacionar la viabilidad con la proliferacion.

8.3. Ensayos de migracion

Para el estudio de la migracion celular se llevaron a cabo ensayos de herida, en los
que se estudia la movilidad que tienen las células calculando el tiempo que tardan en

cerrar una herida realizada sobre el cultivo en monocapa.
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Se realizaron ensayos de migracion en células silenciadas de las lineas A549 y
H1395, y en las lineas estables H1395-EV y H1395-elF5A2. Previamente a la siembra,
las células silenciadas se trataron en las mismas condiciones detalladas para los
experimentos de proliferacién. En la siembra en placa de 96 pocillos se sembraron
50.000 células por pocillo en el caso de las células H1395, y las lineas H1395-EV y
H1395-elF5A2 y se sembraron 30.000 células por pocillo en el caso de la linea A549.

La herida sobre la monocapa en adherencia se realizé de forma automatica con el
equipo AutoScratch (BioTek, VT, USA). Posteriormente, se lavaron bien las placas con
PBS y se anadié en cada pocillo el medio de crecimiento en adherencia suplementado
con TGFB1 o GC7 en las condiciones necesarias. La placa se colocé en el sistema
BioSpa 8 (BioTek, VT, USA), que mantiene la temperatura a 37°C y la concentracion de
CO; al 5% vy lleva acoplado el sistema Cyation 5 (BioTek, VT, USA), que realiza fotos
en contraste de fases de cada pocillo cada hora durante un maximo de 96h.
Posteriormente, estas imagenes se analizaron con el software Gene 5 (BioTek, VT,
USA), que permitié calcular el ancho de la herida a lo largo del tiempo y asi observar su

cierre.

9. Modelos experimentales in vivo

9.1. Animales de experimentacion

El manejo de los animales y procedimientos experimentales se realizaron segun los
requisitos estipulados en el Real Decreto 53/2013 sobre la protecciéon de los animales
de experimentacion y otros fines cientificos. El procedimiento (2019 / VSC / PEA /0156)
fue aprobado por la Direccién General de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la
Generalitat Valenciana (Comunidad Valenciana, Espana). Se siguieron en todo
momento las normas y recomendaciones del Comité de Etica para el Bienestar Animal
del Centro de Investigacion Principe Felipe.

Un total de 24 ratones NSG (JAX® Mice Strain, NOD.Cg-Prkdcsc [I12rg'™"i/SzJ,
Charles River Laboratories, MA, USA) se incluyeron sin distinciéon por sexo, en los
distintos estudios llevados a cabo en este proyecto de tesis doctoral, y que son
detallados a continuacion. De ellos, 3 fallecieron antes del fin del experimento y la

recogida de muestras y no se incluyeron en los analisis posteriores.
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9.2. Inyeccion subcutanea de células

Previamente a la inyeccion, las células H1395-EV y H1395-elF5A2 se prepararon en
un volumen final de 200 pL de medio sin suero y Matrigel (Falcon Corning, Glendale,
USA) en proporcion 1:1. Se realizaron cuatro tandas de inyecciones, una con 1.000.000
de células por inyeccion, dos con 50.000 células por inyeccion y otra con 500 células
por inyeccion.

Ratones con 5-6 semanas de edad se anestesiaron con Isofluorano (B. Braun
VetCare, Barcelona, ES), con una dosis inicial al 5% y dosis de mantenimiento al 2,5%.
Se colocaron los ratones en posicidon supina y se inyectaron las células, de forma
subcutanea, en el lado derecho del abdomen. Tras esto, se esperd a la recuperacion
del raton de la anestesia antes de devolverlo a su jaula.

Se observo el comportamiento de los ratones y el crecimiento tumoral durante las
semanas posteriores, midiendo el tumor creciente con el pie de rey dos veces por
semana. Segun los criterios de fin de experimento, los ratones podian mantenerse en
crecimiento hasta que el tumor alcanzase un volumen de 1200 mm?®, aunque en todos
los casos los experimentos se detuvieron antes de acuerdo con otros criterios de
bienestar animal como cambios en el comportamiento o la pérdida de peso de los
animales. Se realizé la eutanasia de los ratones con CO.. El volumen del tumor se
calculd mediante la formula VT (mm?®) =d? x D/2, donde D es el diametro mayor y d es

el diametro menor del tumor (Tomayko and Reynolds 1989).

9.3. Obtencion de muestras

Al fin de cada experimento, se realizé la eutanasia de los ratones mediante
sobredosis de COg, tras lo cual, se procedio a la diseccidén de cada animal, recogiendo

para su procesado posterior el tumor, los pulmones y el higado de cada raton.

10. Analisis histolégico de las muestras de modelo animal

10.1. Fijaciéon en PFA

El tumor, los pulmones y el higado recogidos de los ratones se fijaron sumergiéndolos
en PFA al 4% durante toda la noche en agitacion y a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron
varios lavados con PBS para retirar los restos de PFA y la muestra se almacené en PBS

+ azida sédica 0,05% hasta su analisis posterior.
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10.2. Inclusién en parafina y criopreservaciéon

Los tejidos preservados en PFA se deshidrataron previamente a la inclusién con
lavados de etanol al 70% a 45°C, seguidos de lavados de etanol al 95% a 45°C, lavados
de etanol 100% a 45°C y por ultimo, lavados de xileno a 45°C. El tejido se incluyd en
parafina en el procesador de tejidos Leica ASP300S (Leica Biosystems, Wetziar, DE),
realizando varios lavados de parafina a 64°C. Por ultimo, se crearon los bloques
parafinados con la estacion de inclusion EC350 (Leica Biosystems, Wetziar, DE).

El higado y los pulmones obtenidos de los ratones se observaron en la lupa de
fluorescencia con el filtro de GFP, con la finalidad de observar si las células inyectadas,
que son GFP+, podrian haber migrado a estos érganos y haber generado posibles
puntos de metastasis. Al encontrar zonas positivas en los pulmones, se decidid
crioproteger los tejidos mediante la incubacion durante 16 h en sacarosa al 30% en PBS.
A continuacion, las muestras se encastraron en OCT (VWR, PA, USA) para su corte con

el criotomo.

10.3. Obtencion de cortes

Los cortes de los bloques de parafina se realizaron en el micrétomo giratorio
electronico de parafina Microm HM 340E (Thermo Fisher Scientific, MA, USA),
obteniendo cortes de 7 uym de grosor.

Los cortes de los pulmones conservados en OCT se realizaron en el Criostato Leica

LC1900 (Leica Biosystems, Wetziar, DE), obteniendo cortes de 7 uym de grosor.

10.4. Inmunofluorescencia

Los cortes de los pulmones se montaron sobre portaobjetos con el medio de montaje
acuoso Fluoromount-G (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Finalmente, se realizaron
fotografias en un microscopio 6ptico Apotome de zonas aleatorias en cada corte de

tejido.
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11. Analisis histolégico de las muestras de biopsias de

pacientes

11.1. Micromatrices de tejido (TMA) y técnicas de marcaje

inmunohistoquimico

Se recibieron muestras de tejido tumoral y tejido sano adyacente de pacientes
intervenidos en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Valencia, ES). Los criterios
para incluir a los pacientes en el estudio fueron que el tumor fuese extirpable, que no
hubiese penetrado, y que fuese de cancer de pulmoén primario. Los pacientes incluidos
en este estudio y sus caracteristicas clinicas se detallan en la Tabla 5.

En el momento de la extraccion, las muestras fueron revisadas por un patélogo y
posteriormente se enviaron en medio DMEM/F-12 + GlutaMAX (Gibco, Paisley, UK) a
nuestro laboratorio en el CIPF.

Los TMA (del inglés Tissue microarrays, micromatrices de tejido) son bloques
parafinados que se formaron con cilindros tisulares extraidos de los bloques de parafina
donde se habian incluido originariamente el tejido tumoral y sano de las muestras de
pacientes. Estos cilindros son reembebidos en un Unico bloque de parafina, lo que
permite tener hasta 100 muestras distintas en un unico bloque.

La construccién del TMA se realizé con la ayuda del Dr. Cremades (Hospital
Universitario de la Ribera, Alzira, Espafa), quien nos indicé la zona que era
representativa de cada tejido en los bloques iniciales. Se incluyeron dos cilindros por
muestra. Una vez construido el TMA se realizaron cortes de 7 um con el micrétomo de
parafina.

Estos TMA se emplearon para realizar tinciones inmunohistoquimicas con las que
describir las caracteristicas del tejido gracias a la hematoxilina-eosina (H&E) y observar
la expresion de los marcadores Ki67 (marcador de proliferacién) y elF5A2.

La tincidon con H&E se llevo a cabo con el preparador de muestras Dako CoverStainer
(Agilent, Santa Clara, USA), que realiza de forma automatizada la rehidratacion, tincion,
deshidratacién y montaje de las preparaciones. La inmunohistoquimica con los
marcadores Ki67 y elF5A2 se realiz6 con el Autostaiener Link48 (Agilent, Santa Clara,
USA). El anticuerpo para Ki67 (IR626, Agilent, Santa Clara, USA), se utilizé sin diluir y
el anticuerpo para elF5A2 (HPA029090, Sigma-Aldrich Corporation MO, USA) se utilizd

a una dilucion 1:150.
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Finalmente, los TMA se fotografiaron utilizando el escaner PANNORAMIC 250 Flash
Il Scanner (3DHISTECH, Budapest, HU) y el software Panoramic Viewer/Case Viewer
(3DHISTECH, Budapest, HU).

Tabla 5. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes.

Estadio Progresion| Estatus SLE
Muestra| Género [EdadEstadio Histologia Fumador
TNM | Exitus |mutacionall(meses)
ADC
LFO1 |Masculino| 57 lIb |T2aN1MX |predominantemente Si No EGFR WT | 31,53
acinar
ADC
EGFR WT /
LFO5 |Femenino| 67 IVa | T3N1M1b predominantemente Si No 29,23
ALK WT
solido
ADC mucinoso
LF09 |Masculino| 75 Ib | T2aNOMX |predominantemente Si No EGFRWT | 27,57
lepidico
ADC
LF15 |Masculino| 54 I1b T3NOMO |predominantemente Si Si EGFR WT | 14,23
solido
LF19 |Masculino| 76 la3 | T1cNOMO ADC acinar Si No EGFR WT | 24,30
LF20 [Masculino| 61 Illa | T2bN2MO ADC acinar Si Si EGFRWT | 12,10
Carcinoma
LF21 |Masculino| 79 la3 | T1cNOMO Si No EGFRWT | 22,10
Escamoso
ADC sdlido
EGFR WT /
LF29 [Masculino| 52 IVb [T2bNOM1b| escasamente Si Si 15,90
ALK WT

diferenciado

12. Analisis estadisticos

Todos los experimentos mostrados en este trabajo de tesis doctoral se realizaron por

triplicado. El andlisis bioinformatico de los datos obtenidos se realiz6 empleando el

software de graficos y estadisticas cientificas GraphPad Prism 9 (GraphPad Software,

San Diego, USA). Se empleé la prueba T de Student, el test ANOVA de dos vias con el

61



test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras o el test ANOVA de una via
con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras, en funcion del
experimento a analizar. Se consideraron estadisticamente significativas las diferencias

con un intervalo de confianza del 95% y un p-valor menor de 0,05.
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RESULTADOS



La proteina elF5A mejor estudiada es, con diferencia, elF5A1. Esta proteina es muy
abundante y su expresion es ubicua. Su funcién biolégica, ademas de con la traduccién,
se ha relacionado con la transcripcion, la renovacion del ARNm y el transporte
nucleocitoplasmatico. Segun el contexto celular, elF5A1 es un supresor de tumores u
oncogén (Ning et al. 2020; Wu, Xu, and Lau 2020).

elF5A2 sin embargo no se expresa en tejido normal, a excepcion de cerebro y
testiculos, y su sobreexpresién se asocia con cancer (Ning et al. 2020; Wu, Xu, and Lau
2020), por ello se ha postulado como un marcador potencial de mal prondstico y etapa
mas agresiva de la enfermedad. Sin embargo, la regulacion y la funcion de elF5A2 en
las células cancerosas, incluido el CPNM, todavia no estan bien definidas. El hecho de
que los ratones knock-out para elF-5A2 son viables y tienen un desarrollo normal
(Pallmann et al. 2015) y su sobreexpresion en el cancer, hacen de elF5A2 una diana
terapéutica muy atractiva en el cancer. Sin embargo, la regulaciéon de elF5A2, su
modificacion por hipusinacion y su papel funcional como factor de traduccién en células
de NSCLC que experimentan migracion e invasién aun esta mal definida.

En este proyecto de investigacion hemos analizado la expresion y funcién de elF5A2
en células de CPNM.

1. Clasificacion fenotipica de las lineas celulares A549,
H1395, PC9 y H441

En primer lugar, se ha analizado la expresion basal a nivel de ARNm y proteina de
marcadores de fenotipo epitelial (E-cadherina) y mesenquimal (vimentina) en las
diferentes lineas celulares de CPNM disponibles en el laboratorio, para poder
clasificarlas como lineas celulares epiteliales o mesenquimales. Los resultados
muestran que las células con mayor nivel de ARNm y de proteina de E-cadherina son
las H441, seguidas de las H1395 y las PC9. Estas lineas celulares no expresan
vimentina, y por tanto las podemos clasificar como epiteliales. Las A549 apenas
expresan E-cadherina, pero expresan elevados niveles de vimentina, y por tanto las

podemos clasificar como una linea celular mesenquimal (Fig. 10).
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Figura 10. Expresiéon basal de E-cadherina y vimentina en las lineas celulares de
CPNM A549, PC9, H1395 y H441. A. Expresion de ARNm de CDH1 y VIM. Los niveles

de expresion de ARNm se analizaron por RT-qPCR a las 72 h de la siembra. Las medias

de los experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante

analisis ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la comparacion mdultiple de las

muestras (**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). B. Expresion de los niveles proteicos de

E-cadherina y vimentina. Se muestra una imagen representativa de los experimentos

realizados (N=3) C. Cuantificacién del nivel de expresion de las proteinas E-cadherina

y vimentina. Las medias de los experimentos (N=3) se compararon mediante analisis

ANOVA de una via con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras

(*p<0,05, ****p<0,0001).
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A continuacion se analizaron los niveles de ARNm y proteina de elF5A1 y elF5A2
(Fig. 11A), ademas de los niveles proteicos de la forma hipusinada de elF5A1 y elF5A2
(Fig. 11By C).

Todas las lineas celulares analizadas expresan elF5A1. Las A549 son las que mayor
niveles de ARNm de EIF5A1 expresan, mientras que las H441 son las que menos
EIF5A1 expresan. Sin embargo, esto no coincide con los niveles proteicos observados,
ya que las lineas PC9 y H1395 expresan mas proteina elF5A1 que las A549. Los analisis
de la forma hipusinada de elF5A1, muestran que sus niveles de expresién son muy
similares en estas tres lineas celulares, mientras que H441 es la linea que menos
elF5A1 hipusinado expresa.

En cuanto a los niveles de ARNm de EIF5A2, las lineas PC9 y H1395 expresan
niveles similares de EIF5A2, siendo estos niveles 0,5 veces mayores que en la linea
A549. Las células H441 apenas lo expresan. Esta tendencia coincide con los niveles de
proteina de elF5A2 y elF5A2 hipusinado observados, siendo las células H1395 y PC9
la que mayores niveles expresan. En las células A549 también se observo la expresion
de elF5A2 y elF5A2 hipusinado al realizar mayor exposicion del Western Blot, por lo
que se muestra un panel con este resultado separado para esta linea celular (Figura
11B, panel derecho).
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Figura 11. Expresién basal de elF5A1 y elF5A2 y sus respectivas formas
hipusinadas en las lineas celulares de CPNM A549, PC9, H1395 y H441. A.
Expresion de ARNm de EIF5A1 y EIF5A2. Los niveles de expresion de ARNm se
analizaron por RT-qPCR a las 72 h de la siembra. Las medias de los experimentos (N=3
con triplicados experimentales) se compararon mediante anélisis ANOVA de dos vias
con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras (****p<0,0001). B.
Expresion de los niveles proteicos de elF5A1, elF5A2, elF5A1 hipusinado y elF5A2
hipusinado. En el panel de la derecha se muestra una imagen de mayor exposicién de
Western Blot para visualizar la expresion de elF5A2 hipusinado en la linea A549. Se

muestra una imagen representativa de los experimentos realizados (N=3).
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(Continuacion Fig. 11) C. Cuantificacion del nivel de expresion de las proteinas elF5A1,
elF5A2, elF5A1 hipusinado y elF5A2 hipusinado. Las medias de los experimentos (N=3)
se compararon mediante analisis ANOVA de una via con el test de Tukey para la

comparacion multiple de las muestras (*p<0,05).

2. Estudio de la inhibiciéon génica de elF5A1 y elF5A2

A continuacién se analizo6 el fenotipo producido por la pérdida de funcién de elF5A1
y elF5A2 mediante silenciamiento génico con ARN pequefio de interferencia (ARNpi) en
las lineas A549 y H1395. Para ello se disenaron oligonucledtidos para silenciar de
manera especifica elF5A1 y elF5A2 a pesar de la gran homologia en su secuencia

génica (Fig. 12).

HumanEIF5A2.seq ATGGCAGACGAAATTGATTTCACTACTGGAGATGCCGGGGCTTCCAGCACTTACCCTATGCAGTGCTCGGCCTTGCGCAA 80
HumanEIF5A1.seq ATGGCAGATGACTTGGACTTCGAGACAGGAGATGCAGGGGCCTCAGCCACCTTCCCAATGCAGTGCTCAGCATTACGTAA 80
HumanEIF5A2.seq AAACGGCTTCGTGGTGCTCAAAGGACGACCATGCAAAATAGTGGAGATGTCAACTTCCAAAACTGGAAAGCATGGTCATG 160
HumanEIF5A1.seq GAATGGCTTTGTGGTGCTCAAAGGCCGGCCATGTAAGATCGTCGAGATGTCTACTTCGAAGACTGGCAAGCACGGCCACG 160
HumanEIF5A2.seq CCAAGGTTCACCTTGTTGGAATTGATATTTTCACGGGCAAAAAATATGAAGATATTTGTCCTTCTACTCACAACATGGAT 240
HumanEIF5A1.seq CCAAGGTCCATCTGGTTGGTATTGACATCTTTACTGGGAAGAAATATGAAGATATCTGCCCGTCAACTCATAATATGGAT 240
HumanEIF5A2.seq GTTCCAAATATTAAGAGAAATGATTATCAACTGATATGCATTCAAGATGGTTACCTTTCCCTGCTGACAGAAACTGGTGA 320
HumanEIF5A1.seq GTCCCCAACATCAAAAGGAATGACTTCCAGCTGATTGGCATCCAGGATGGGTACCTATCACTGCTCCAGGACAGCGGGGA 320
HumanEIF5A2.seq AGTTCGTGAGGATCTTAAACTGCCAGAAGGTGAACTAGGCAAAGAAATAGAGGGAAAATACAATGCAGGTGAAGATGTAC 400
HumanEIF5A1.seq GGTACGAGAGGACCTTCGTCTCCCTGAGGGAGACCTTGGCAAGGAGATTGAGCAGAAGTACGACTGTGGAGAAGAGATCC 400
HumanEIF5A2.seq AGGTGTCTGTCATGTGTGCAATGAGTGAAGAATATGCTGTAGCCAT-AAAACCCTGC-AAATAAACGGAAAC 462
HumanEIF5A1.seq TGATCACGGTGCTGTCTGCCATGACAGAGGAGGCAGCTGTTGCAATCAAGGCCATGGCAAAATAACTGGCTCC 465

GTACGACTGTGGAGAAGAG oligonucledtidos para silenciar EIF5A1
GACAGAAACTGGTGAAGTT oligonucledtidos para silenciar EIFSA2

Figura 12. Secuencia de oligonucleétidos especificos para el silenciamiento por
ARNpi contra elF5A1 y elF5A2. La imagen muestra las secuencias de elF5A1 y
elF5A2. En azul de destaca la secuencia de oligonucledtidos utilizada para silenciar
elF5A1 y en verde destaca la secuencia de oligonucleotidos utilizada para silenciar
elF5A2.

2.1. Elsilenciamiento génico de elF5A es especifico de cada isoforma

y existe una regulacion entre ambas

Se ha comprobado que el silenciamiento de elF5A1 y elF5A2 es especifico mediante
el analisis de su expresion génica por qPCR, en el que se observa el descenso de los

niveles de mensajero de cada gen en la muestra en la que se silencia (Fig. 13A).
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Ademas, observamos, tanto mediante gPCR como por Western Blot, que al silenciar
EIF5A1, los niveles de elF5A2 aumentan, lo que sugiere que podria haber una
compensacion entre ambas isoformas (Fig. 13). Como se ha comentado en la
introduccion, elF5A2 promueve la EMT en distintos tipos de cancer (Tang et al. 2010;
Zhu et al. 2012; Meng et al. 2015), y una citoquina clave en la induccién de la EMT es
TGFB1 (J. Xu, Lamouille, and Derynck 2009; Hao, Baker, and Dijke 2019). Para
examinar una posible co-regulacién entre elF5A2 y TGFB1 en células de cancer de
pulmon, las células silenciadas con EIF5A1pi o EIF5A2pi se trataron con 10 ng/ml de
TGFB durante 48 h. En estas condiciones de cultivo, se observé que el incremento de
los niveles de elF5A2 es mayor en las células silenciadas con EIF5A1pi tratadas con
TGFB1, por lo que esta citoquina estaria induciendo la expresion de elF5A2 (Fig. 13).

Respecto a los niveles proteicos de la proteina hipusinada, y por tanto, la forma
activa, la expresion de elF5A2 hipusinado aumenta en las células silenciadas con
EIF5A1pi presencia de TGFB1 casi un 50%, y la inhibicion de la forma hipusinada al
silenciar EIF6A2 es mayor en presencia de TGFB1, lo que corrobora la posible
regulacién de la expresion de elF5A2 mediante TGFB1. Respecto a elF5A1 hipusinado,
en ambas lineas se observa un descenso de aproximadamente 0,8 veces al silenciar
EIF5A1, pero no se observa aumento de los niveles de elF5A1 hipusinado al tratar las
células con TGFB1 (Fig. 13B y C).
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Figura 13. Expresion de elF5A1 y elF5A2 y sus respectivas formas hipusinadas en
las lineas de CPNM A549 y H1395. Las células se transfectaron con ARNpi EIF5A1 o
ARNpi EIF5A2 durante 72 h y se trataron con TGFB1 durante 48 h. A. Expresioén de
ARNm de EIF5A1 y EIF5A2. Los niveles de expresion de ARNm se analizaron por RT-
gPCR. Las medias de los experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se
compararon mediante analisis ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la
comparacion multiple de las muestras (*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001). B. Extractos
proteicos de las células se utilizaron para analizar la expresion de los niveles proteicos
de elF5A1, elF5A2, elF5A1 hipusinado y elF5A2 hipusinado. Se muestra una imagen
representativa de los experimentos realizados (N=3). C. Cuantificacion del nivel de
expresion de las proteinas elF5A1, elF5A2, elF5A1 hipusinado y elF5A2 hipusinado.
Las medias de los experimentos (N=3) se compararon mediante analisis ANOVA de una
via con el test de Tukey para la comparaciéon multiple de las muestras (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).
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2.2. El silenciamiento génico de EIF5A2 disminuye la proliferacion

celular

Se analizé la proliferacion celular al silenciar elF5A1 y elF5A2 con los ARNpi
especificos en células A549 y H1395 mediante ensayo de viabilidad con MTS. Los
resultados obtenidos en ambas lineas indican una disminucion de la proliferacién celular
al inactivar genéticamente elF5A2. Esta disminucion de la proliferacién se incrementa al
afiadir TGFB1 en el cultivo celular. De hecho, en presencia de TGF1, se observa una
disminucion de la proliferacién celular en todas las muestras en comparacion con las
muestras sin tratar con TGFB1.

Al silenciar EIF5A1 se observa un ligero aumento de la proliferacién celular respecto
a sus controles. Ademas, este incremento es mas pronunciado en las células tratadas

con TGFB1 en comparacion con las células sin tratar (Fig. 14).
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Figura 14. Ensayos de viabilidad por MTS en las lineas de CPNM A549 y H1395.
Las células se transfectaron con ARNpi EIF5A1 o ARNpi EIF5A2 durante 72 h y se
trataron con TGFB1 durante 48 h. El MTS se realiz6 a las 96 h de la siembra. A.
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Viabilidad en las células A549. Las graficas muestran el porcentaje de viabilidad de las
medias de los experimentos (N=6 con triplicados experimentales), que se compararon
mediante analisis ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la comparacion multiple
de las muestras (**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). B. Viabilidad en las células
H1395. Las graficas muestran el porcentaje de viabilidad de las medias de los
experimentos (N=6 con triplicados experimentales), que se compararon mediante

analisis ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la comparaciéon multiple de las

muestras (*p<0,05, ****p<0,0001).
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2.3. El silenciamiento génico de EIF5A2 inhibe el cambio de la

morfologia celular en la EMT inducida por TGF1

Para determinar si EIF5A2 contribuye al cambio fenotipico de las células durante la
EMT inducida por TGFB1 se silencié EIF5A1 y EIF5A2 en células tratadas o no con
TGFB1 durante 48 horas y se analizé la morfologia de las células mediante microscopia
de contraste de fases.

Al tratar las células A549 con TGF31 las células adquieren un fenotipo mesenquimal.
Son mas alargadas, desarrollan largos filopodios y ademas las células pierden las
conexiones célula-célula, apareciendo como células mas individualizadas. Sin embargo,
se observa que al silenciar EIF5A2, las células permanecen mas pequefias y
redondeadas. La inhibicion de esta morfologia de célula mesenquimal no fue tan
marcada al silenciar EIF5A1, ya que en esta condicién las células, aunque menos
individualizadas que en la condicidén control, si son mas alargadas y tienen mas
filopodios al ser tratadas con TGFB1 (Fig. 15A).

En las células H1395 la inhibicién de la morfologia mesenquimal en las células con
elF5A1 y elF5A2 silenciado también se aprecia pero el cambio es menos visible si lo
comparamos con las células A549. Esto podria deberse a que, al ser células con
fenotipo epitelial (Fig. 10), necesitarian mas tiempo de tratamiento con TGF@1 para
poder desarrollar una EMT completa, y no una EMT parcial como podria ser en este
caso (Fig. 15B).

Estos resultados coinciden con los obtenidos en el apartado 2.2 (Fig. 14) donde se
aprecia un menor numero de células al inhibir genéticamente la expresion de elF5A,
especialmente en el caso de elF5A2, lo que sugiere que el silenciamiento también

afectaria a la proliferacién celular.
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Figura 15. Imagenes de contraste de fases en las lineas de CPNM A549 y H1395.
Las células se transfectaron con ARNpi EIF5A1 o ARNpi EIF5A2 durante 72 h y se
trataron con TGFB1 durante 48 h. Se muestran imagenes representativas de los
experimentos realizados (N=3). A. Imagenes de contraste de fases de células A549
(barra de escala 100 um). B. Imagenes de contraste de fases de células H1395 (barra

de escala 100 um).

24. Elsilenciamiento génico de elF5A2 inhibe la migracion celular

También se ha estudiado el efecto sobre la migracion celular mediante un ensayo
de herida. El cierre de la herida se monitoriz6 mediante microscopia de contraste de
fases a tiempo real (time lapse). Los resultados mostraron que el silenciamiento de
EIF5A2 induce una disminucion de la migracién celular tanto en las células A549 como
H1395 (Fig. 16). La inhibicion de la migracion celular al silenciar EIF5A2 es mayor en la
linea celular A549, cuyas células son incapaces de cerrar la herida tras 72 h en cultivo
(Fig. 16A).

Al anadir TGFB1 en el cultivo, también se observa una disminucion de la migracion
en las células A549 y H1395 (Fig. 16B) transfectadas con EIF5A2pi respecto a las

células control y las transfectadas con EIF5A1pi.
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Figura 16. Andlisis de la migracion celular mediante ensayos de herida en las
lineas de CPNM A549 y H1395. La herida se realiz6 a las 96 h de la siembra sobre el
cultivo confluente en monocapa, y se monitorizé el cierre de la herida mediante
microscopia de contraste de fases. Se muestran imagenes representativas de los
experimentos realizados (N=3) (barra de escala 500 um) (paneles izquierdos). Se
analizé el ancho de la herida calculando las micras que habian recorrido las células en
cada foto tomada respecto a la foto tomada en tiempo 0. Las medias de los experimentos
(N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante analisis ANOVA de dos
vias con el test de Tukey para la comparaciéon mdultiple de las muestras (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001) (paneles derechos) A. Analisis de la migracion
celular en células transfectadas con ARNpi EIF5A1 o ARNpi EIF5A2 durante 72 h. B.
Andlisis de la migracion celular en células se transfectadas con ARNpi EIF5A1 o ARNpi
EIF5A2 durante 72 h y tratadas con TGFB1 durante 48 h.
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2.5. EI silenciamiento génico de EIF5A2 en presencia de TGFf1

disminuye la expresién de marcadores de tipo mesenquimal

Se ha analizado la expresiéon de distintas proteinas implicadas en el proceso de la
EMT en células transfectadas con EIF5A1piy EIF5A2pi con el fin de elucidar el papel
de elF5A2 en la adquisicion del fenotipo mesenquimal caracteristico de una EMT
avanzada (Fig. 17). En concreto, se ha analizado la expresién de fibronectina, N-
cadherina y vimentina como marcadores de fenotipo mesenquimal y E-cadherina como
marcador de fenotipo epitelial. Cabe destacar que todas estas proteinas, con la
excepcion de vimentina, contienen motivos de prolinas consecutivas, como se muestra
en sus secuencias proteicas incluidas en el Anexo (Fig. S2).

En las células A549, mientras que los niveles de ARN mensajero de FN1 y VIM
aumentan, el nivel de expresion proteica desciende al inhibir elF5A2 en presencia de
TGFB1. Respecto a la N-cadherina, se observa un aumento de su expresion en
presencia de TGF1 en comparacion con las células control. Aunque no se observa un
descenso de la expresion proteica al silenciar EIF5A2, si se observa un aumento en los
niveles de ARNm al silenciar EIF5A2 y en presencia de TGF(1. Por ultimo, se ha
analizado la expresién de E-cadherina. Se observa un aumento de los niveles del ARNm
de CDH1 al inhibir elF5A1, y también una disminucién en todas las condiciones al afiadir
TGFB1. El aumento de ARNm no se aprecia al inhibir el[F5A2, ya sea en presencia o
ausencia de TGFB1. Por otro lado, la expresion proteica de E-cadherina aumenta al
inhibir tanto elF5A1 como elF5A2, lo que estaria indicando un fenotipo mas epitelial de
estas células.

En la linea H1395 no se ha podido de detectar la vimentina ni a nivel de mensajero
ni a nivel proteico, al ser esta una linea celular muy epitelial. También observamos en
esta linea un descenso en la expresion proteica de la fibronectina al silenciar EIF5A1 y
EIF5A2, coincidiendo también con un aumento de la expresion de ARNm de FN17 en
comparacion con las células control, especialmente en las células transfectadas con
EIF5A2pi y tratadas con TGFB1. Al inhibir elF5A1 y elF5A2, la expresién proteica de E-
cadherina aumenta, mientras que a nivel de ARNm, sélo se observa un aumento de
CDH1 al inhibir elF5A1. Por ultimo, al analizar la expresion proteica de la N-cadherina
en la linea H1395 se observa una banda de aproximadamente 55 kDa que no
corresponde con el peso molecular de 130 kDa esperado para esta proteina. La banda
observada podria corresponder al dominio citoplasmatico intracelular de la N-cadherina,
tal y como se detectd por Tanaka et al. (H. Tanaka et al. 2000). Al contrario de lo
observado en la linea A549, la N-cadherina no aumenta su expresion proteica al anadir

TGFB1, lo que refuerza nuestra hipétesis de que el tratamiento con TGFB1 durante los
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tiempos indicados en esta linea celular produce una EMT parcial y por ello solo se

observa el aumento de expresion de algunos marcadores de EMT. Al silenciar ambas

isoformas de elF5A se observa un descenso leve de los niveles proteicos de N-

cadherina, especialmente en las células tratadas con TGFB1 en contraste con el

aumento de ARNm de CDH?2 observado.
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Figura 17. Expresién de fibronectina, E-cadherina, N-cadherina y vimentina en las
lineas de CPNM A549 y H1395. Las células se transfectaron con ARNpi EIF5A1 o
ARNpi EIF5A2 durante 72 h y se trataron con TGFB1 durante 48 h. A. Expresién de
ARNm de FN1, CDH1, CDHZ2 y VIM. Los niveles de expresion de ARNm se analizaron
por RT-gPCR. Las medias de los experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se
compararon mediante analisis ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la
comparacion multiple de las muestras (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). B.
Extractos proteicos de las células se utilizaron para analizar la expresion de los niveles
proteicos de fibronectina, E-cadherina, N-cadherina y vimentina. Se muestra una
imagen representativa de los experimentos realizados (N=3). C. Cuantificacion del nivel
de expresion de las proteinas fibronectina, E-cadherina, N-cadherina y vimentina. Las
medias de los experimentos (N=3) se compararon mediante analisis ANOVA de una via

con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras (*p<0,05).

2.6. EIl silenciamiento génico de EIF5A2 en presencia de TGFf1

disminuye la expresiéon de proteinas implicadas en la EMT

A continuacion se analizé la expresion de proteinas que tienen un papel en la

organizacién del citoesqueleto y el desarrollo de la EMT como son FHOD1 y ezrina, la
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subunidad reguladora p85 de la PI3-quinasa, MTA1 y SNAI1 en células A549 y H1395
transfectadas con EIF5A1pi o EIF5A2pi, tratadas o no con TGFB1 (Fig. 18). Estas
proteinas también contienen en su secuencia motivos de prolinas consecutivas, como
se indica en sus secuencias, incluidas en el Anexo (Fig. S1). Por tanto, estas proteinas
podrian ser potenciales dianas traduccionales de elF5A2.

En el caso de las células A549, se observa a nivel de ARNm que los niveles de los
genes FHOD1, P85, MTA1, EZRy SNAI1 apenas varian o incluso aumentan al silenciar
EIF5A2, tanto en las células tratadas como sin tratar con TGFB1 en comparacioén con
las células control (Fig. 17A). Sin embargo, si que disminuye su expresion proteica, mas
notablemente al inhibir elF5A2 y tratar las células con TGFB1 (Fig. 17B y C). Estos
resultados sugieren que la regulacion de la expresion de estas proteinas podria ser
dependiente de elF5A2. Resultados similares se observaron al analizar la expresion de
N-cadherina y fibronectina en la Figura 17. Por otro lado, cuando se silencia EIF5A1, la
expresion de ARNm de FHOD1, p85, MTA1, EZR y SNAI1 desciende ligeramente o no
varia. El descenso es mas notable en el caso de P85y EZR en las células sin tratar con
TGFB1. Respecto a la expresion de la proteina MTA1, se observa una mayor inhibicién
de su expresion al silenciar EIF5A1 en comparaciéon con las células con EIF5A2
silenciado, mientras que la expresion de FHOD1 y ezrina aumenta respecto a las células
control al tratarlas con TGFB1. Este efecto podria deberse a que, como se ha mostrado
en la figura 13, la expresion de elF5A2 aumenta al inhibir elF5A1, y por tanto, podria
promover el aumento de la expresion proteica de estas dos proteinas.

Por otro lado, en la linea H1395 se observa mayor disminucion de los niveles de
mensajero de FHOD1 y EZR al silenciar EIF5A2, solo o en presencia de TGFpB1,
mientras que los niveles de SNA/1 aumentan al silenciar elF5A2 en ausencia de TGF1
y los de MTA1 y P85 apenas varian (Fig. 17A). A nivel proteico se observa una
disminucion de los niveles de las proteinas FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1 al
silenciar EIF5A2 en presencia de TGFB1. Ademas, como ocurria en las células A549, el
descenso de la expresion en MTA1 es mayor al silenciar elF5A1, por lo que en la
regulacién de esta proteina estaria implicado elF5A1, y no elF5A2. También
observamos un aumento de la expresion proteica de FHOD1 y SNAI1 al silenciar elF5A1

en presencia de TGFB1.
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Figura 18. Expresion de FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1 en las lineas de CPNM
A549 y H1395. Las células se transfectaron con ARNpi EIF5A1 o ARNpi EIF5A2 durante
72 h y se trataron con TGFB1 durante 48 h A. Expresion de ARNm de FHOD1, P85,
MTA1, EZR y SNAI1. Los niveles de expresion de ARNm se analizaron por RT-qPCR.
Las medias de los experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se compararon
mediante analisis ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la comparacién multiple
de las muestras (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). B. Extractos proteicos
de las células se utilizaron para analizar la expresion de los niveles proteicos de FHOD1,
p85, MTA1, ezrina y SNAI1. Se muestra una imagen representativa de los experimentos
realizados (N=3). C. Cuantificacion del nivel de expresion de las proteinas FHOD1, p85,
MTA1, ezrina y SNAI1. Las medias de los experimentos (N=3) se compararon mediante
analisis ANOVA de una via con el test de Tukey para la comparacion multiple de las
muestras (*p<0,05, ***p<0,001).
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2.7. El silenciamiento génico de elF5A2 provoca la rotura de los

filamentos de actina y su acumulacion en nudos

Como se ha indicado en la introduccion, estudios de ontologia génica han
demostrado el enriquecimiento de proteinas con secuencias consecutivas de Pro en
proteinas implicadas en la regulacion del citoesqueleto de actina como las forminas y
ezrina, con funciones directas en morfologia celular, migracién y adhesion. Por ello,
hemos analizado si el silenciamiento de E/IF5A2 en células A549 y H1395 tratadas o no
con TGFB1 produce alteraciones en el citoesqueleto de actina, mediante microscopia
de fluorescencia, en células marcadas con Faloidina-Rodamina para visualizar los
filamentos de actina.

En la figura 19 se observa en las células control de las lineas A549 y H1395, que las
fibras y filamentos de actina del citoesqueleto estan ordenadas, mientras que estas
fibras aparecen desorganizadas y rotas, y la actina se acumula en nudos al inhibir
elF5A2.

Ademas, al afiadir TGF1 en las células control, se observa un aumento de las fibras
de actina y un mayor numero de filopodios, mientras que en las células silenciadas con
EIF5A2pi esto no ocurre y se sigue observando la desaparicion de las fibras de estrés y
la acumulacion en nudos de los filamentos de actina.

En el caso de las células con EIF5A1 silenciado, el citoesqueleto es similar al
observado en las células control, con fibras ordenadas a lo largo de todo el citoesqueleto
y un gran numero de filopodios, que ademas, aumentan su cantidad al tratar las células
con TGFf1.

Control sielF5A1 sielF5A2
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Figura 19. Imagenes de microscopia de fluorescencia en las lineas de CPNM A549
y H1395. Las células se transfectaron con ARNpi EIF5A1 o ARNpi EIF5A2 durante 72
h y se trataron con TGFB1 durante 48 h. Las células se tifieron con faloidina rodamina
(rojo) para observar la conformacion del citoesqueleto de actina y con DAPI (azul) para
observar los nucleos. Se muestran imagenes representativas de los experimentos
realizados (N=3). A. Microscopia confocal de fluorescencia en células A549 (barra de
escala 25 um). B. Microscopia confocal de fluorescencia en células H1395 (barra de

escala 10 um).

En conjunto, todos los resultados presentados a lo largo del apartado 2, sugieren que
elF5A2 podria estar regulando la organizacién del citoesqueleto de actina mediante la
regulacién de la expresion de proteinas implicadas en la organizacion de citoesqueleto
y la EMT, como fibronectina, ezrina y FHOD1 y esto podria explicar el efecto que
observamos sobre la alteracion en la migracion y la viabilidad celular o al silenciar
elF5A2.

3. Estudio de la sobreexpresion constitutiva de elF5A

Con el fin de mimetizar lo que ocurre en los tumores de CPNM en los que elF5A2
esta sobreexpresado, hemos analizado los efectos a nivel fenotipico y molecular de la

ganancia de funcién de elF5A2. Para ello, hemos generado poblaciones celulares que
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sobreexpresan de manera estable un plasmido que codifica elF5A2 y su

correspondiente poblacion control que expresa el plasmido vacio.

3.1. Generacion de las lineas estables H1395-EV y H1395-elF5A2

Las lineas estables se han generado tal y como se ha descrito en el apartado 2.2 de
Materiales y Métodos transfectando la linea H1395, por un lado, con un plasmido que
codifica Flag-elF5A2 junto a GFP (pCIG-Flag-elF5A2-IRES-GFP) y por otro, con el
plasmido control vacio (pCIG-IRES-GFP, llamado EV por Empty Vector) que sélo
expresa GFP. Las células transfectadas se seleccionaron con el antibidtico G418.

Tras una primera seleccion de las células que habian incorporado el plasmido
mediante resistencia al antibiético G418, las células GFP positivas (GFP+) se separaron
mediante Cell Sorting. Como se puede observar en la Figura 20A, mientras que las
células H1395 parentales no expresan GFP, se seleccionaron un 95.34% de células
GFP positivas en la linea H1395-EV y un 88.26% de células GFP positivas en la linea
H1395-elF5A2. A partir de este punto, se trabajo con las células H1395-elF5A2 y su
control H1395-EV.

Se analizo el tiempo de duplicacién de las lineas establecidas para comprobar que
la capacidad proliferativa no se veia afectada al introducir de manera estable los
plasmidos en las células. Para ello, se mantuvieron las células H1395-elF5A2 y H1395-
EV en cultivo durante 21 pases seriados (5 meses y una semana), y en cada pase, se
contaron las células en cultivo. Como muestra la Figura 20B, se comprobd que el tiempo
de duplicacién de las H1395-elF5A2 es ligeramente menor que el de las H1395-EV,
pero no existen diferencias significativas entre ambas lineas celulares. Ademas, el
aumento progresivo de los doblajes acumulativos a lo largo de los pases seriados, indica
que el crecimiento de estas lineas se mantiene a lo largo de todos estos pases, sin
estancarse el crecimiento a causa de llevar demasiado tiempo en cultivo.

La expresion ectopica de elF5A2 se confirmd mediante Western Blot con anticuerpos
contra elF5A2 y contra el epitopo Flag (Fig. 20C). Este epitopo coincide en tamafio con
la banda superior de las dos observadas para elF5A2 en las células H1395-elF5A2. La
banda inferior corresponde a la proteina elF5A2 que ha sufrido una escisién en N-
terminal perdiéndose el epitopo Flag. Los niveles proteicos de elF5A1 y GFP
expresados por esta linea celular también son similares a los expresados por la linea
H1395-EV.

Ademas, se analiz6 la morfologia celular de las células H1395-elF5A2 y H1395-EV

mediante microscopia de contraste de fases en el equipo InCell Analizer 2200 que
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permite el analisis de células en cultivo in vivo. Se realizaron fotografias en contraste de

fase de 5 campos distintos en cuatro pocillos de la placa de cultivo, y mediante el

software del equipo se midid la longitud del eje mas corto que cruza el nucleo de la

célula (Ml de Minor axis length) y la longitud del eje mas largo que cruza el nucleo de la

célula (MA de Major axis length). La division de ambos da un ratio, que indica la

esfericidad de las células, ya que si el ratio es 1 las células son redondas y cuanto mayor

de 1 sea el valor de este ratio, mas alargadas son las células. Los resultados obtenidos

se muestran en la Figura 20D y muestran que las células H1395-elF5A2 son ligeramente

mas alargadas que las células H1395-EV, aunque la diferencia no es significativa.
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Figura 20. Generacién de las lineas estables H1395-EV y H1395-elF5A2. A. Analisis
de las poblaciones celulares GFP positivas separadas mediante Cell Sorting. De
izquierda a derecha, en el primer histograma, sobre todos los eventos detectados por el
Cell Sorter, se selecciona la poblacion celular (population). En el sequndo histograma,
sobre todos los eventos detectados por el Cell Sorter, se seleccionan los eventos tinicos
(single cell, célula unica) para eliminar agregados. En el tercer histograma, sobre la
poblacion de células unicas se seleccionan las células vivas (live cells) gracias al
marcaje con yoduro de propidio. En el cuarto histograma, sobre la poblacion de células
vivas se seleccionan las células GFP+, que son las que se recogen y resiembran. B.
Comparacion de la capacidad proliferativa entre las células H1395-EV y H1395-elF5A2.
Las células se sembraron a 1.500 células/cm? y se les renovo el medio cada 3-4 dias.
Siete dias después de la siembra, se levantaron y se procedié al contaje celular. Los
doblajes poblacionales (DP) se calcularon mediante la formula DP= [(log10 (NH)-log10
(NI)/log10 (2), donde NH el nimero de células recogidas y NI es el numero de células

sembradas inicialmente.
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(Continuacion Fig. 20) Las medias de los experimentos (N=6) se compararon mediante
analisis ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la comparacion multiple de las
muestras (ns). C. Andlisis de la expresion proteica de elF5A1, elF5A2, Flag y GFP en
células H1395-EV y H1395-elF5A2 mediante Western Blot. Se muestra una imagen
representativa de los experimentos realizados (N=3). D. Analisis de la morfologia celular
mediante microscopia de contraste de fases. En el panel de la izquierda se muestran
imagenes representativas del cultivo de las células H1395-EV y H1395-elF5A2 tomadas
7 dias después de la siembra. El panel de la derecha muestra el ratio de esfericidad de
las células. La media de los experimentos (N=4 con cinco campos fotografiados por

experimento) se compararon mediante analisis T de Student no pareado (ns).

Por ultimo, para verificar que el plasmido de expresién se habia insertado y no se
perdia con los pases sucesivos, se analizdé la expresion de GFP en el pase 2 (P2),
después de haber separado las células GFP positivas mediante Cell Sorting y en el pase
9 (P9), con 7 semanas de diferencia entre ellos (Fig. 21). Se confirmo que los niveles de
expresion de GFP no solo permanecian estables, si no que se el porcentaje de células
GFP positivas en el cultivo era mayor, y que por tanto, no se pierde la expresién del

plasmido al mantener las células en cultivo durante varias semanas consecutivas.
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Figura 21. Citometria de flujo en las lineas estables H1395-EV y H1395-elF5A2 para
analizar las poblaciones de células GFP positivas en distintos pases del cultivo
celular. De izquierda a derecha, en el primer histograma, sobre todos los eventos
detectados por el citbmetro, se selecciona la poblacién celular. En el segundo
histograma, sobre la poblacién celular se seleccionan los eventos unicos (célula unica)
para eliminar agregados. En el tercer histograma, sobre la poblacion de células tnicas

se seleccionan las células GFP+.

3.2. La sobreexpresion de elF5A2 aumenta la proliferaciéon celular

Mediante ensayo de MTS se comprobd que la sobreexpresion de elF5A2 aumenta la
proliferacion de las células H1395-elF5A2 mas de un 38% respecto a las células H1395-
EV tras 24 h en cultivo, llegando a incrementarse en mas de un 85% tras 72 h en cultivo
(Fig. 22A).

En la figura 22B se analiza el efecto que tiene distintos tiempos de tratamiento con
TGFB1 y GC7 sobre cada una de las lineas celulares, individualmente. Para ello, se
compara el efecto de cada tratamiento respecto a las células H1395-EV y H1395-elF5A2
sin tratar. Al anadir TGFB1, a las 24 h de cultivo no se aprecian cambios en la
proliferacion celular, mientras que a las 48 h 'y 72 h de cultivo la proliferacién disminuye

ligeramente en ambas lineas celulares respecto a sus controles (Fig. 22B).
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Para analizar el efecto del inhibidor de la hipusinacion GC7 en la proliferacion celular
de las lineas establecidas, en primer lugar se determiné la dosis letal media (DL50) en
las lineas H1395-EV y H1395-elF5A2, con el fin de establecer la concentracion
adecuada para tratar a esta células. Para ello, se trataron las células con distintas
concentraciones de GC7, comprendidas entre 0 uM y 68,12 uM. Los resultados
indicaron que la DL50 en el caso de la linea H1395-EV era de 16,53 uM y en el caso de
las células H1395-elF5A2, erade 17,04 uM (Fig. 23). Se utiliz esta ultima concentracion
del farmaco para todos los experimentos en los que se utiliza el inhibidor GC7.

Al tratar las células H1395-EV y H1395-elF5A2 con 17.04 uM de GC7, la proliferacion
celular es similar tras 24 h y 72 h de tratamiento en ambas lineas, ya que la proliferacién
celular disminuye alrededor de un 40% a las 24 h de tratamiento y un 80% a las 72 h de
tratamiento. Sin embargo, a las 48 h de tratamiento con GC7 se inhibe la proliferacién
celular cerca de un 70% en la linea H1395-elF5A2 mientras que en la linea H1395-EV
solo un 50% (Fig. 22B). En base a estos resultados, en experimentos posteriores se
trataron las células con GC7 durante 24 h, ya que en este tiempo el efecto de la
inhibicién observado era suficiente y se evitaba comprometer el cultivo celular con un

tratamiento mas largo.
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Figura 22. Ensayos de viabilidad por MTS en las lineas estables H1395-EV y H1395-
elF5A2. A. Viabilidad en las células H1395-EV y H1395-eIF5A2. EI MTS se realiz6 a las
24 h, 48 hy 72 h de la siembra. Las graficas muestran el porcentaje de viabilidad de las
medias de los experimentos (N=3 con triplicados experimentales) que se compararon
mediante analisis ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la comparacion multiple
de las muestras (**p<0,01). B. Viabilidad en las células H1395-EV y H1395-elF5A2. Las
células se trataron durante 24 h, 48 hy 72 h con TGFB1 o0 GC7. EI MTS se realiz6 a las
24 h, 48 hy 72 h de la siembra. Las graficas muestran el porcentaje de viabilidad de las
medias de los experimentos (N=3 con triplicados experimentales) que se compararon
mediante analisis ANOVA de una via con el test de Tukey para la comparacion multiple

de las muestras (*p<0,05, ****p<0,0001).
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Figura 23. Curvas de dosis letal media en las lineas estables H1395-EV y H1395-

elF5A2. Las células se trataron con distintas concentraciones de GC7 comprendidas

entre O uM y 68,12 uM.
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3.3. Lasobreexpresion de elF5A2 induce la migracion celular

Para comprobar si la sobrexpresion de elF5A2 promueve la migracion celular se
realizaron ensayos de cierre de herida en las células H1395-elF5A2 y H1395-EV. Los
resultados mostraron un aumento de la migracién celular en las células H1395-elF5A2,
que son capaces de cerrar la herida a las 12 h, mientras que en las células H1395-EV
la herida permanece abierta (Fig. 24).

En las células tratadas con TGFB1 durante 72 h, la migracion celular aumenta en
ambas lineas celulares. A las 9 h tras realizar la herida, la herida esta casi cerrada en
las células H1395-EV y en las H1395-elF5A2 esta completamente cerrada.

Por ultimo, tras tratar las células con el inhibidor GC7 durante 24 h, se inhibe la

migracion en ambas lineas celulares, siendo mayor el efecto sobre las H1395-EV.
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Figura 24. Analisis de la migracion celular mediante ensayos de herida en las
lineas estables H1395-EV y H1395-elF5A2. La herida se realiz6 a las 96 h de la
siembra sobre el cultivo confluente en monocapa, y se monitorizé el cierre de la herida
mediante microscopia de contraste de fases. Se muestran imagenes representativas de
los experimentos realizados (N=3) (barra de escala 500 um) (panel izquierdo). Se
analizé el ancho de la herida calculando las micras que habian recorrido las células en
cada foto tomada respecto a la foto tomada en tiempo 0. Las medias de los experimentos
(N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante analisis ANOVA de dos
vias con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras (*p<0,05)
(paneles derechos). A. Ensayo de herida en células H1395-EV y H1395-elF5A2 control.
B. Ensayo de herida en células H1395-EV y H1395-elF5A2 tratadas durante 72 h con
TGFB1. C. Ensayo de herida en células H1395-EV y H1395-elF5A2 tratadas durante 24
h con GC7.

3.4. Efecto del tratamiento con TGFf1

Ademas de observar el efecto del tratamiento con TGFB1 sobre la migracion y la
proliferacion celular, se estudio la implicacion que la sefalizacién por TGFB1 podria
tener sobre la expresion de elF5A2 y el resto de las proteinas relacionadas con la EMT
y la organizacion del citoesqueleto estudiadas. Para ello, se trataron las células H1395-
EV y H1395-elF5A2 con TGFB1 a distintos tiempos.

3.4.1. El tratamiento con TGFB1 induce la expresion de elF5A2 y elF5A2

hipusinado

Se analizé el ARNm de las células tratadas con TGFB1 y se observd, como era de

esperar, que las células H1395-elF5A2 expresan niveles mas elevados de EIF5A2 que
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las células H1395-EV, y que no hay cambios en la expresion al tratar las células con
TGFB1 a diferentes tiempos, al igual que tampoco se observan diferencias en la
expresion de EIF5A1 entre ambas lineas celulares (Fig. 25A).

Al tratar las lineas con TGFB1 se observa un aumento progresivo de la expresién
proteica de elF5A2 en las células H1395-elF5A2, con un pico de expresion a las 72 h
de tratamiento. En las células H1395-EV no se observa la expresién de elF5A2, aunque
esta linea también lo expresa ligeramente, como se puede observar en la en la Figura
20C. Tampoco se aprecian cambios significativos en la expresion de elF5A1 en ninguna
de las lineas. Sin embargo, si se han detectado diferencias entre los patrones de
hipusinacion de elF5A1 y elF5A2 después del tratamiento con TGFB1. Aunque en el
perfil de hipusinacién de elF5A1 no se aprecia ninguna variacién, el patron de
hipusinacién de elF5A2 aumenta con el tratamiento con TGFB1 y se observa un pico de
expresion alrededor de las 24-48 h (Fig. 25B y C).

Estos resultados sugieren que TGFB1 induce la expresidon y actividad de elF5A2 y
que elF5A2 podria promover la sefalizacion por TGF1 en el desarrollo de la EMT, lo

que se estudiara en los siguientes apartados.
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Figura 25. Expresién de elF5A1 y elF5A2 y sus respectivas formas hipusinadas en
las lineas estables H1395-EV y H1395-elF5A2. Las células se trataron durante 4 h, 8
h, 24 h, 48 ho 72 h con TGFf1.
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(Continuacion Fig. 25) A. Expresion de ARNm de EIF5A1 y EIF5A2. Los niveles de
expresion de ARNm se analizaron por RT-qPCR. Las medias de los experimentos (N=3
con triplicados experimentales) se compararon mediante analisis ANOVA de dos vias
con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001). Se muestra una imagen representativa de los experimentos realizados
(N=3). B. Extractos proteicos de las células se utilizaron para analizar la expresion de
los niveles proteicos de elF5A1, elF5A2, elF5A1 hipusinado y elF5A2 hipusinado. C.
Cuantificacion del nivel de expresion de las proteinas elF5A1, elF5A2, elF5A1
hipusinado y elF5A2 hipusinado. Las medias de los experimentos (N=3) de elF5A1 y
elF5A1 hipusinado se compararon mediante analisis ANOVA de dos vias con el test de
Tukey para la comparacion multiple de las muestras (ns). Las medias de los
experimentos (N=3) de elF5A2 y elF5A2 hipusinado se compararon mediante analisis

ANOVA de una via con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras

(ns).

3.4.2. El tratamiento con TGFB1 aumenta la expresion de algunos
marcadores de fenotipo mesenquimal en las células H1395-
elF5A2

Se analizé la expresion de fibronectina, E-cadherina y N-cadherina, tanto a nivel de
ARNmM como proteico, en las lineas celulares H1395-EV y H1395-elF5A2 (Fig. 26).

Respecto a los niveles de expresion de fibronectina, mediante gPCR observamos un
aumento de sus niveles, coincidiendo con el aumento de su expresién proteica a medida
que aumenta el tiempo de tratamiento con TGFB1, siendo este efecto mas notable en
las células que sobreexpresan elF5A2.

Los niveles de CDH1 practicamente no varian y tienen una tendencia a la baja a las
48 h y 72 h de tratamiento con TGFB1, especialmente en las células H1395-elF5A2. A
nivel proteico, excepto en las células control, la expresién de E-cadherina es menor en
las células H1395-elF5A2 respecto a las H1395-EV, y su expresién apenas varia con el
tratamiento con TGFB1.

Por ultimo, mientras que no se observa un aumento del mensajero de CDH?2 en las
células H1395-elF5A2 hasta las 72 h de tratamiento con TGFB1, a nivel proteico las
células H1395-elF5A2 expresan mas la proteina detectada de 55 kDa con el anticuerpo
contra N-cadherina desde tiempos cortos de tratamiento con TGFB1 (4 hy 8 h), respecto
a las células H1395-EV.
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Figura 26. Expresion de fibronectina, E-cadherina y N-cadherina en las lineas
estables H1395-EV y H1395-elF5A2. Las células se trataron durante 4 h, 8 h, 24 h, 48
ho 72 h con TGFB1. A. Expresion de ARNm de FN1, CDH1, CDHZ2 y VIM. Los niveles
de expresion de ARNm se analizaron por RT-qPCR. Las medias de los experimentos
(N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante analisis ANOVA de dos

vias con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras (ns).
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(Continuacion Fig. 26) B. Extractos proteicos de las células se utilizaron para analizar la
expresion de los niveles proteicos fibronectina, E-cadherina y N-cadherina. Se muestra
una imagen representativa de los experimentos realizados (N=3). C. Cuantificacion del
nivel de expresion de las proteinas fibronectina, E-cadherina y N-cadherina. Las medias
de los experimentos (N=3) se compararon mediante analisis ANOVA de dos vias con el

test de Tukey para la comparaciéon multiple de las muestras (ns).

3.4.3. El tratamiento con TGFB1 aumenta la expresiéon de proteinas

involucradas en la EMT en las células H1395-elF5A2

Por ultimo, hemos analizado la expresion de proteinas implicadas en la organizacién
del citoesqueleto de actina y la EMT en las células H1395-EV y H1395-elF5A2 tratadas
con TGFB1 (Fig. 27).

Los resultados muestran que no hay cambios significativos en el ARNm FHOD1,
siendo su expresidn ligeramente mayor en las células H1395-EV en comparacion con
las células que sobreexpresan elF5A2. En las células H1395-EV, la expresion proteica
de FHOD1 de las células sin tratar o a tiempos cortos de tratamiento con TGFB1 (4 hy
8 h) es mayor que en las células H1395-elF5A2. Sin embargo, a tiempos largos de
tratamiento (48 h y 72 h), la expresion es mayor en las células que sobreexpresan
elF5A2.

Los niveles de ARNm de P85 tampoco varian al tratar las células con TGFB1. La
expresion proteica de p85 si varia con el tratamiento, siendo mayor en las células
H1395-EV en los tiempos largos de tratamiento con TGF(31, mientras que en las células
H1395-elF5A2 la expresion aumentan alas 4 hy 8 h y después disminuye.

Los niveles de MTA1 son similares entre las células H1395-EV y H1395-elF5A2 y no
varian con el tratamiento con TGFB1. No obstante, los niveles de expresion de la
proteina MTA1, son mayores en las células que sobreexpresan elF5A2, teniendo un
pico de expresion a las 8 h y 24 h, para después descender a medida que continua el
tratamiento con TGFp1.

Los niveles de ARNm de EZR aumentan en las células H1395-elF5A2 respecto a las
H1395-EV a las 8 h de tratamiento con TGFB1. Por el contrario, en el resto de tiempos
la expresion en H1395-EV es superior, siendo esta diferencia significativa a las 24 h de
tratamiento. Sin embargo, los niveles de proteina de ezrina también son ligeramente
mayores a tiempos largos de tratamiento con TGFB1 (24 h, 48 hy 72 h) en las células
H1395-elF5A2.
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Por ultimo, los niveles de expresién del factor de transcripcion SNA/1 aumentan al
tratar las células con TGFB1. Su expresién es ligeramente superior en las células
H1395-EV, aunque la diferencia no es significativa. Al contrario, el incremento de los
niveles de la proteina SNAI1 es mayor en las células H1395-elF5A2 en comparacion
con las células H1395-EV.
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Figura 27. Expresion de FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1 en las lineas estables
H1395-EV y H1395-elF5A2. Las células se trataron durante 4 h, 8 h, 24 h, 48 ho 72 h
con TGFB1. A. Expresion de ARNm de FHOD1, P85, MTA1, EZR y SNAI1. Los niveles
de expresion de ARNm se analizaron por RT-qPCR. Las medias de los experimentos
(N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante analisis ANOVA de dos
vias con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras (ns). B. Extractos
proteicos de las células se utilizaron para analizar la expresion de los niveles proteicos
de FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1. Se muestra una imagen representativa de los
experimentos realizados (N=3). C. Cuantificacion del nivel de expresion de las proteinas
FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1. Las medias de los experimentos (N=3) se
compararon mediante analisis ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la

comparacion multiple de las muestras (*p<0,05).

3.5. Efecto de la inhibicion farmacolégica con GC7, solo o en
combinacién con TGFf1

Se ha examinado el efecto del inhibidor de la enzima DHS, GC7, en las células

H1395-elF5A2 a diferentes tiempos de tratamiento, solo o en combinacién con TGF31.
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3.5.1. Lainhibicién farmacolégica con GC7 inhibe la expresién de elF5A
y elF5A-Hip

Al tratar las células H1395-elF5A2 con GC7, s6lo o en combinacion con TGFf1,
observamos un aumento de la expresion de EIF5A2 a las 24 y 72 h, mientras que los
niveles de ARNm de EIF5A1 disminuyen (Figura 28A).

Los resultados de Western Blot (Fig. 28B y C) muestran una disminucion proteica de
elF5A2 y de elF5A2 hipusinado con el tiempo de exposicion al inhibidor. Los niveles de
ambas proteinas se recuperan, e incluso aumentan, con el tratamiento solo con TGFf1,
como se ha mostrado también en la Figura 24. Combinando ambos tratamientos,
disminuye el efecto de la adicion de TGFB1 sobre la expresion proteica, siendo mas leve
el incremento de elF5A2. En el caso de la forma hipusinada, su expresion es menor que
en las células sin tratamientos, y ademas disminuye con el tiempo de tratamiento,
confirmando asi el papel de GC7 como inhibidor de la hipusinacion, mientras que TGF1
promoveria la expresién global de elF5A2. Este mismo patron de expresion se observa

en la expresién de elF5A1 y elF5A1 hipusinado.
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Figura 28. Expresion de elF5A1y elF5A2 y sus respectivas formas hipusinadas en
la linea estable H1395-elF5A2. | as células se trataron durante 24 h, 48 h o 72 h con
TGFB1, GC7 o la combinacion de ambos. A. Expresion de ARNm de EIF5A1 y EIF5A2.
Los niveles de expresion de ARNm se analizaron por RT-qPCR. Las medias de los
experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante analisis
ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0.00001). B. Extractos proteicos de las células se
utilizaron para analizar la expresion de los niveles proteicos de elF5A1, elFS5A2, elF5A1
hipusinado y elF5A2 hipusinado. Se muestra una imagen representativa de los
experimentos realizados (N=3). C. Cuantificacion del nivel de expresion de las proteinas
elF5A1, elF5A2, elF5A1 hipusinado y elF5A2 hipusinado. Las medias de los
experimentos (N=3) se compararon mediante analisis ANOVA de dos vias con el test
de Tukey para la comparacion multiple de las muestras (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****n<0.00001).
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3.5.2. El tratamiento con GC7 inhibe la expresion de marcadores de

fenotipo mesenquimal en las células H1395-elF5A2

Al tratar las células con GC7 disminuyen los niveles de mensajero de CDH1, mientras
que los niveles de FN1 no varian y los niveles de CDH2 aumentan ligeramente con el
tratamiento con GC7, tanto solo como en combinacién con TGFB1. Al tratar solo con
TGFB1, el ARNm de FN1 aumenta su expresién, y también aumenta aunque en menor
medida, con el doble tratamiento. En el caso de CDH1 no se aprecian diferencias al
tratar las células con TGFB1 en la expresion de mensajero. En CDH2, se observa una
disminucion del ARNm al tratar con TGFB1 (Fig. 29A).

En concordancia a esto, en la Figura 29B y C también se observa un descenso de los
niveles de las proteinas fibronectina, E-cadherina y N-cadherina al tratar las células con
GCY7 durante 72 h, siendo mayor la disminucién de los niveles de E-cadherina cuando
se combina los tratamientos con GC7 y TGFB1.

En presencia de solo TGFB1, se observa un aumento de la expresion de fibronectina
y N-cadherina, coincidiendo con los resultados mostrados en la Figura 25; y mientras
que este aumento de la fibronectina es menor al tratar las células en combinacion con
el GC7, en el caso de la N-cadherina se observa una mayor expresién proteica con el

doble tratamiento, con un pico de expresién a las 48 h.
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Figura 29. Expresion de fibronectina, E-cadherina y N-cadherina en la linea estable
H1395-elF5A2. Las células se trataron durante 24 h, 48 h o 72 h con TGFB1, GC7 o la
combinacion de ambos. A. Expresion de ARNm de FN1, CDH1, CDH2 y VIM. Los
niveles de expresion de ARNm se analizaron por RT-qPCR. Las medias de los
experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante analisis
ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). B. Extractos proteicos de las células se
utilizaron para analizar la expresion de los niveles proteicos fibronectina, E-cadherina y
N-cadherina. Se muestra una imagen representativa de los experimentos realizados
(N=3). C. Cuantificacion del nivel de expresion de las proteinas fibronectina, E-cadherina
y N-cadherina. Las medias de los experimentos (N=3) se compararon mediante analisis
ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras
(*p<0,05, **p<0,01).
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3.5.3. El tratamiento con GC7 inhibe la expresiéon de proteinas

involucradas en la EMT en las células H1395-elF5A2

Se analizaron mediante qPCR os niveles de ARNm de FHOD1, P85, MTA1, EZR y
SNAI1, cuyos resultados se muestran en la Figura 30A.

En el caso de FHOD1 se observa una disminucién de sus niveles al tratar las células
con GC7, y al afadir TGFB1 se aprecia un aumento general del ARNm, que disminuye
con el tiempo de tratamiento. Con el tratamiento combinado la expresion de ARNm
apenas varia. Los niveles de ARNm de P85 aumentan al tratar las células con GC7 a
las 48 h, y en el caso de MTA1 ademas del aumento al afadir GC7, se observa también
aumento con la adicién combinada de GC7 y TGFB1. Los niveles de ARNm de EZR se
mantienen similares con los diferentes tratamientos. Por ultimo, se observa un aumento
de la expresion de ARNm de SNA/7T a las 48 h de tratamiento tanto en presencia de
GC7, como con TGFB1 y GC7; asi como en todos los tiempos con TGFB1.

Al analizar la expresion proteica de FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1 también se
observé un aumento de sus niveles en presencia de TGFB1. Al tratar con GC7, se
produce una disminucién de los niveles proteicos de FHOD1 y SNAI1 respecto a su
control, mientras que no se apreciaron cambios en MTA1, y los niveles de p85 y ezrina
aumentaron. Respecto a estas dos ultimas proteinas, la disminucién de los niveles
proteicos se produce con el doble tratamiento de GC7 y TGFB1 (Fig. 30B y C).

El aumento observado en la expresién de mRNA y proteina de SNAI1 con el
tratamiento con TGFB1, unido a los resultados expuestos en la Figura 26, en la que los
niveles de SNA/1 aumentaban en las células H1395-elF5A2 respecto a H1395-EV a las
24, 48 y 72 h de tratamiento con TGFB1, es acorde al papel de SNAI1 como factor de
transcripcion promotor de la EMT, ya que al afiadir TGFB1 sus niveles aumentan tanto

a nivel proteico como de ARN mensajero.
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Figura 30. Expresion de FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1 en Ia linea estable
H1395-elF5A2. as células se trataron durante 24 h, 48 h o 72 h con TGFB1, GC7 o la
combinacién de ambos. A. Expresion de ARNm de FHOD1, P85, MTA1, EZR y SNAI1.
Los niveles de expresion de ARNm se analizaron por RT-qPCR. Las medias de los
experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante analisis
ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la comparacién multiple de las muestras
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). B. Extractos proteicos de las células se
utilizaron para analizar la expresion de los niveles proteicos de FHOD1, p85, MTA1,
ezrina y SNAI1. Se muestra una imagen representativa de los experimentos realizados
(N=3). C. Cuantificacion del nivel de expresion de las proteinas FHOD1, p85, MTA1,
ezrina y SNAI1. Las medias de los experimentos (N=3) se compararon mediante analisis
ANOVA de dos vias con el test de Tukey para la comparacion multiple de las muestras
(*p<0,05, **p<0,01).
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3.6. El tratamiento con TGFB1 induce la localizaciéon en la membrana
plasmatica de elF5A2-Hip

Se ha estudiado la localizacion de elF5A2 en las células H1395-elF5A2 a distintos
tiempos de tratamiento con TGF1 y también en presencia del inhibidor GC7 (Fig. 31).

En las células no tratadas, elF5A2 se encuentra principalmente en el nucleo celular,
pero a medida que aumenta el tiempo de tratamiento con TGFf1, la expresion de
elF5A2 aumenta en el citoplasma y a las 72 h de tratamiento con TGF(31 se observa su
localizacién también en la membrana plasmatica y los lamelipodios, como se sefala con
las flechas en la imagen. Este fenotipo se observa mejor al realizar la
inmunofluorescencia con anticuerpo anti-Flag (Fig. 31B), que reconoce especificamente
a Flag-elF5A2, es decir, detecta unicamente elF5A2 sobreexpresado, mientras que la
inmunofluorescencia con anticuerpo contra elF5A2 (Fig. 31A) detecta a tanto elF5A2
endoégeno como sobreexpresado, ademas de detectar, probablemente, también a
elF5A1.

Al afadir GC7 durante 24 h, la expresién de elF5A2 disminuye y ya no aparece tan

intensa en la membrana citoplasmatica.
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Figura 31. Imagenes de microscopia de fluorescencia en la linea estable H1395-
elF5A2. Las células se trataron con TGFB1 durante 24 h, 48 h y 72 h y con la

combinacién de TGFB1 72 hy GC7 24 h. Se muestran imagenes representativas de los

experimentos realizados (N=3). A. Las células se tifieron con anticuerpo anti-elF5A
(rojo) y con DAPI (azul) para observar los nucleos. En verde se observa la GFP
endbgena que expresan las células estables. Barra de escala 10 um. B. Las células se
tifieron con anticuerpo anti-Flag (rojo) y con DAPI (azul) para observar los nucleos. En
verde se observa la GFP endbégena que expresan las células estables. Barra de escala

10 um.

4. Papel de elF5A2 en la traduccion de proteinas

A continuacion, se realizaron varias aproximaciones experimentales para analizar si

elF5A2 es un regulador de la maquinaria de traduccion proteica.
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4.1. La sobreexpresion de elF5A2 aumenta la cantidad de polisomas

en las células

Una de las aproximaciones que se han llevado a cabo ha sido el analisis del perfil de
ribosomas en las lineas celulares que expresan elF5A2 o el vector vacio generadas en
el laboratorio. Con estos experimentos, se puede estudiar el perfil traduccional de las
células, ya que permite separar en un gradiente de densidad continuo el ARNm libre o
asociado a monosomas, bisomas y polisomas de distinto tamafio.

Los resultados muestran que al comparar los perfiles polisomales obtenidos de las
células H1395-EV y H1395-elF5A2 hay un aumento del nimero de polisomas pesados
en las células que sobreexpresan elF5A2, lo que sugiere un aumento del ratio de
traduccioén de proteinas en estas células (Fig. 32A).

Ademas, comprobando mediante Western Blot la expresion de elF5A2 en las
distintas fracciones polisomales recogidas (Fig. 32B), observamos un aumento de la
asociacion de elF5A2 en las fracciones de polisomas (Fracciones 12-21), por lo que
elF5A2 estaria implicado en el aumento de la tasa traduccional observado en estas
células respecto a las células H1395-EV. Como controles se han empleado las proteinas
RPL4, que forma parte de la subunidad pesada del ribosoma (60S) y la proteina rpS6,
que forma parte de la subunidad ligera del ribosoma (40S). En ambas lineas celulares,

estas proteinas mostraban un patron de expresion similar.
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Figura 32. Perfil polisomal de las lineas estables H1395-EV y H1395-elF5A2. Los
extractos celulares se separaron en un gradiente continuo de sacarosa y se midio la OD
a 254nm en el fraccionador. A. Perfil del fraccionamiento de las células H1395-EV y
H1395-elF5A2. De izquierda a derecha, cada pico representa: la subunidad 40S, la
subunidad 60S, monosomas (80S) y polisomas de bajo peso molecular (BPM) y alto
peso molecular (APM). Se muestra una grafica representativa de los experimentos
realizados (N=3). B. Las distintas fracciones recogidas se emplearon para extraer
proteina mediante TCA y analizar la expresion de los niveles proteicos de elF5A1,
elF5A2, RPL4 y rpS6. Se muestra una imagen representativa de los experimentos
realizados (N=2).

4.2. elF5A2-Hip colocaliza con puromicina en puntos de traduccion
activos

La segunda aproximacion llevada a cabo en el laboratorio para relacionar elF5A2 con
la maquinaria de sintesis de proteinas, ha consistido en realizar microscopia de
fluorescencia en células marcadas con puromicina. La puromicina es un analogo
estructural de una tirosina unida a un ARNt vy, al tratar las células con ella, la sintesis
celular se detiene. Al realizar inmunofluorescencia con anticuerpos contra puromicina,
podemos detectar puntos en los que tiene lugar una traduccion activa (Starck et al.
2004).
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Los resultados obtenidos muestran que en las células que sobreexpresan elF5A2
tratadas con TGFB1, aumentan los niveles de puromicina (Fig. 33A y B), lo que indicaria
una mayor actividad traduccional respecto a las células EV, coincidiendo con lo
observado en el perfil polisomal en la Figura 32A. Este aumento no se observa al afiadir
GC7 en las células durante 24 h (Fig. 33B).

Ademas, Flag e hipusina colocalizan con la puromicina, con lo que podemos observar
puntos de traduccion activos en los que esta implicado elF5A2 hipusinado (Fig. 33A 'y
B). Al tratar las células H1395-elF5A2 con TGFB1, estos puntos localizan en la
membrana celular y los lamelipodios.

Cabe destacar que la expresion de Hipusina también aumenta al tratar las células
H1395-elF5A2 con TGFB1 (Fig. 33A). Esto coincide con los resultados de Western Blot
mostrados en las Figuras 25 y 28. Ademas, al tratar las células H1395-elF5A2 con GC7,
también se observa una menor expresion de Flag-elF5A2, lo que también concuerda

con los resultados mostrados en la Figura 28.
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Figura 33. Imagenes de microscopia de fluorescencia en las lineas estables
H1395-EV y H1395-elF5A2. Las células se trataron con TGFB1 durante 24 h, 48 hy 72
h y con la combinacion de TGFB1 72 h y GC7 24 h. Se muestran imagenes
representativas de los experimentos realizados (N=3). A. Las células se tifieron con
anticuerpo anti-hipusina (rojo), con anticuerpo anti-puromicina (verde) y con DAPI (azul)
para observar los nucleos. Barra de escala 10 um. B. Las células se tifieron con
anticuerpo anti-Flag (rojo), con anticuerpo anti-puromicina (verde) y con DAPI (azul)

para observar los nucleos. Barra de escala 10 um.
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5. Estudio de elF5A2 in vivo en modelos de xenotrasplante en

raton

5.1. La sobreexpresion de elF5A2 promueve la formacién de masas

de células metastasicas

Las lineas celulares H1395-EV y H1395-elF5A2 generadas en el laboratorio también
se han empleado para xenotrasplantarlas de manera subcutanea en raton NSG para
analizar su capacidad en la formacién de tumores.

Se inyectaron células H1395-elF5A2 o H1395-EV de forma subdérmica en tres
grupos de ratones inmunodeprimidos, cada vez con un distinto numero de células
(1.000.000 células, 50.000 células o 500 células). Observamos que a menor numero de
células inyectadas, el tiempo de latencia para el inicio del crecimiento del tumor
aumenta, lo que permite observar diferencias entre la velocidad de crecimiento de los
tumores generados por cada una de las lineas (Fig. 34B). Aunque no se aprecian
diferencias entre el volumen tumoral final alcanzado por las células H1395-EV y H1395-
elF5A2 en cada uno de los grupos (Fig. 34A), al observar en detalle la grafica de
crecimiento de los tumores generados a partir de la inyeccion de 500 células, se aprecia
que el tumor correspondiente a las células que sobreexpresan elF5A2 aumenta su
tamarno mucho mas rapido que el tumor generado a partir de las células H1395-EV, que
tiene un crecimiento mas lineal a lo largo del tiempo. El tumor H1395-elF5A2 alcanza
un tamafo muy similar al que tiene en el momento de la eutanasia una semana antes
que el tumor H1395-EV (Figura 34D).

Al tener estos tumores un crecimiento diferencial, se comprobé si una vez el tumor
H1395-elF5A2 habia alcanzado el tamafio maximo, las células tumorales habian sido
capaces de migrar y colonizar otros tejidos. Para ello, se realizaron
inmunofluorescencias en cortes de los pulmones recogidos en el momento de la
eutanasia, y se pudo confirmar que existe una diferencia en la capacidad invasiva de las
células. En el caso de los ratones inyectados con las células H1395-EV, las células que
llegan al tejido pulmonar lo invaden como células individuales, mientras que en los
pulmones de los ratones inyectados con las células H1395-elF5A2 se observa la

existencia de acumulos y masas mucho mas grandes de células (Fig. 34D).
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Figura 34. Estudio de la capacidad iniciadora de tumores y capacidad invasiva de
las lineas estables H1395-EV y H1395-elF5A2 en ratones NSG. A. Imagenes de los
tumores generados en tres grupos de ratones NSG xenotrasplantados con las células
H1395-elF5A2 y H1395-EV. En el primer grupo se inyectaron 1 millon de células, en el
segundo grupo se inyectaron 50.000 células y en el ultimo grupo se inyectaron 500
células. Las imagenes se tomaron en el momento de la eutanasia y recogida de la

muestra.
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(Continuacion Fig. 34) B. Gréfica de crecimiento tumoral de las tres tandas de inyeccion
en ratones NSG. El volumen tumoral se midié con la ayuda de un pie de rey cada 3-4
dias mientras se comprobaba el estado de los ratones. C. Gréafica individual del
crecimiento tumoral del grupo 3 de ratones NSG, inyectados con 500 células. El volumen
tumoral se midié con la ayuda de un pie de rey cada 3-4 dias mientras se comprobaba
el estado de los ratones. D. Imagenes de microscopia de fluorescencia en tejido
pulmonar recogido en el grupo 3 de los ratones NSG, inyectados con 500 células. El
tejido se tiné con Dapi (azul) para visualizar los nucleos. En verde se observa la GFP
endogena que expresan las células estables. Barra de escala en las imagenes de las
células H1395-EV 50 um; barra de escala en las imagenes de las células H1395-elF5A2
100 um.

6. Expresion de elF5A2 en muestras de pacientes de CPNM

En colaboracién con el Hospital La Fe de Valencia, se obtuvieron en el laboratorio un
total de 33 muestras de tejido sano y tumor primario de cancer de pulmoén no microcitico
de pacientes, que se implantaron en ratén NSG y 9 generaron tumor en el raton (Patient-
derived xenograft, PDX). 8 de estos tumores corresponden a CPNM (Pardo-Sanchez et al.
2021), que son los que se analizan a continuacion.

En primer lugar, se realizé tincion con hematoxilina-eosina (H&E) para identificar las
células tumorales, y se analiz6 la expresion de elF5A2 mediante inmunohistoquimica
con anticuerpos contra elF5A2 en el tejido del tumor primario y tejido normal adyacente
al tumor. Los resultados obtenidos, mostraron que las 8 muestras expresan elF5A2 en
distintas intensidades (Fig. 35). También se analizd la expresion del marcador de
proliferacion Ki67 (Hitchcock 1991), cuyo valor como indicador de mal prondstico se ha
descrito en CPNM (Martin et al. 2004). En la Tabla 5 del apartado de Materiales y
Métodos se resume la informacién clinica de los pacientes a los que pertenecen estas
muestras tumorales.

La tincién con H&E se une a componentes celulares y biomoléculas, permitiendo
distinguirlos gracias a los distintos colores (de rojo a azul) que se obtienen por la
naturaleza acida y basica de las distintas moléculas tenidas. Asi, podemos distinguir,
entre otros, células tumorales presentes en un nicho de tejido, ya que estas células
tienen un pH mas acido, lo que les confiere una tincion morada caracteristica. Por este
motivo, observamos en la Figura 35 como en general, todas las muestras tumorales
tienen masas mas grandes y compactas de células tenidas de violeta mas oscuro, que

corresponden a estas células tumorales.
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La muestra LFO1 se ha descrito como un adenocarcinoma acinar, en estadio llb. Esta
muestra tiene una baja expresion de elF5A2, tanto en tejido normal como en el tumor
primario, y su localizacion es nuclear. Esto coincide con la localizacion observada para
el marcador Ki67, cuya expresion también es baja y localiza en el nucleo de las células
tumorales. En el tejido sano no se aprecia expresion de este marcador.

La muestra LFO5 es un adenocarcinoma soélido, diagnosticado en un estadio
avanzado de la enfermedad, en estadio IVa. En esta muestra se aprecia un claro
aumento de la expresion de elF5A2 en el tejido tumoral respecto al sano, con una
localizacién citoplasmatica y perinuclear. Este aumento de la expresion coincide
también con un aumento de la expresion de Ki67 en la muestra tumoral, localizandose
este marcador en el nucleo. En esta muestra, tampoco se observan células positivas
para Ki67 en el tejido sano.

La muestra LF09 corresponde a un adenocarcinoma mucinoso lepidico,
diagnosticado en estadio temprano Ib. Este tipo de cancer es menos invasivo que otros
subtipos, como el ADC acinar. En esta muestra se observa una expresion media de
elF5A2 en el tejido tumoral, algo mayor a la observada en el tejido sano. En este tejido
la expresion es nuclear, mientras que en el tumor se aprecia marcaje tanto en el nicleo
como en el citoplasma. Ademas, las células positivas para elF5A2 se sitian mayormente
en el lumen de la parte tumoral. Ki67 es negativo en el tejido sano, y se aprecian sélo
algunas células positivas en el tejido tumoral.

La muestra LF15, al igual que en el caso de la LF05, es un adenocarcinoma sélido,
en este caso diagnosticado en un estadio mas inicial de la enfermedad (estadio Ilb). En
esta muestra se observa una sobreexpresion de elF5A2 en el tejido tumoral respecto al
tejido sano, con la mayoria de las células presentes en el corte positivas para elF5A2,
con un marcaje nuclear, perinuclear y citoplasmatico. Esta elevada expresion de elF5A2
coincide con una elevada expresion del marcador Ki67, siendo positivo en las mismas
zonas en las que se expresa elF5A2.

La muestra LF19 se describid como un adenocarcinoma acinar, detectado en estadio
la3. En la tincion de H&E se puede observar como las células tumorales crecen en esos
conjuntos de células que se parecen a glandulas, caracteristicos de este tipo de cancer.
elF5A2 tiene una elevada expresion en esta muestra, y también localiza de forma
nuclear, perinuclear y citoplasmatica. En su mayoria, las células positivas para elF5A2
se localizan dentro de estas regiones glandulares de células. En la periferia de este
mismo espacio, es decir, en contacto con el estroma tumoral, localizan las células que
son positivas para Ki67.

La muestra LF20 también se describié como un adenocarcinoma acinar en estadio

llla, un estadio mas tardio de la enfermedad. En esta muestra se observa una baja
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expresion de elF5A2 y de Ki67 en el tumor primario. Aun asi, cabe destacar que esta
muestra es la que menor supervivencia libre de enfermedad (SLE) presentd, de poco
mas de un afo.

La muestra LF21 es la unica muestra de esta coleccion que no es un
adenocarcinoma. Se diagnosticé como un carcinoma escamoso en estadio 1a3. En la
tincion con H&E se observa claramente diferenciada la zona de células tumorales
escamosas con un color purpura mas intenso. Son estas células las que expresan
elF5A2 de una manera mas intensa, localizandose la expresion mayoritariamente
alrededor del nucleo. En este caso, Ki67 muestra una expresién mas baja, siendo
positivas sélo aquellas células que se encuentran en contacto con el estroma en el tumor
primario.

Por ultimo, la muestra LF29 también se identific6 como un adenocarcinoma sdlido,
pero en este caso se observo que esta escasamente diferenciado, es decir que apenas
conserva el fenotipo de las células en las cuales se origind. Se diagnosticé en un estadio
avanzado de la enfermedad, en estadio IVb, lo cual puede explicar, en parte, el estado
de indiferenciacion del tumor. En esta muestra, la expresion de elF5A2 es elevada en el
tumor primario, con una gran cantidad de células positivas repartidas por todo el tejido,
con marcaje nuclear y perinuclear. Sin embargo, Ki67 apenas se expresa en el tumor
primario.

Un resumen de la informacion descrita se presenta en la Tabla 6. En todos los
tumores la localizacion de elF5A2 es nuclear y perinuclear, y también se observa en
algunas células expresion citoplasmatica. Ademas, en la muestra LF15, una de las
muestras con mayor expresion de elF5A2, esta se correlaciona con una mayor expresion
de Ki67.
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Figura 35. Inmunohistoquimica de la micromatriz de tejido de las muestras LFO01,
LFO05, LF09, LF15, LF19, LF20, LF21 y LF29. Se muestra tejido normal (sano) y tejido

del tumor primario. Se realizé inmunohistoquimica de hematoxilina y eosina (H&E), con

el anticuerpo anti-elF5A2 y con el anticuerpo anti-Ki67. Barra de escala para las

imagenes 5x; 500 um, barra de escala para las imagenes 20x; 100 um.
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Tabla 6. Resumen de las caracteristicas clinicas e inmunohistoquimicas de las
muestras de los pacientes LF01, LF05, LF09, LF15, LF19, LF20, LF21y LF29.

elF5A2 Ki67
Paciente | Estadio Histologia SLE | Muestra | Intensidad | Localizacion | Intensidad | Localizaciéon
ADC Teido |y Nacleo nd.
LFO1 lIb predominantemente | 31,53 Tumor
acinar umo +/- Nucleo +/-- Nucleo
primario
ADC rToerJrlggl +/- Nucleo n.d.
LFO05 IVa |predominantemente | 29,23 Tumor Citoplasma
solido Hmo + P : ++/- Nucleo
primario perinuclear
Tejido .
ADC mucinoso normal + Mete e
LF09 Ib predominantemente | 27,57 Tumor Citoplasma,
lepidico umo +/- perinuclear, +/-- Nucleo
primario ntcleo
Tejido .
ADC normal +/- Nucleo n.d.
LF15 lIb predominantemente | 14,23 Tumor Nucleo,
sélido fimario ++ perinuclear, ++/- Nucleo
P citoplasma
Ic)jile +/- Nicleo n.d.
normal
LF19 a3 ADC acinar 24,30 Perinuclear,
Tumor ., .
o ++/- nucleo (algo +/- Nucleo
primario )
citoplasma)
Tejido +/- Nucleo n.d.
normal
LF20 llla ADC acinar 12,10 Perinuclear
Tumor .
fimario +/-- (algo +/-- Nucleo
P citoplasma)
el +/- Nucleo n.d.
Carcinoma normal ,
LF21 la3 Escamoso 22,10 Tumor Permuglear )
R ++/- (algo nucleo +/- Nucleo
primario :
y citoplasma)
Tejido .
ADC sélido normal +/- Nucleo n.d.
LF29 Ivb escasamente 15,90 T Nl
diferenciado umor ++/- ucieo, +/- Nucleo
primario perinuclear

Ademas, se calcul6 el H-score de elF5A2 y el marcador de proliferacion y Ki67 y para

cada paciente, a partir de las imagenes obtenidas del TMA, Se calculé aplicando la

férmula: (1 x % células positivas con baja intensidad 1+) + (2 x % % células positivas

2+) + (3 x % % células positivas con alta intensidad 3+). La intensidad para cada célula
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positiva se obtuvo mediante una deconvolucién de color empleando el plugin IHC
Profiler (Pardo-Sanchez et al. 2021; Varghese et al. 2014).

Los H-score obtenidos se analizaron mediante el coeficiente de correlacion de
Spearman, obteniendo asi una matriz de correlacién que evalua la relacion entre ambas
proteinas (Fig. 36). Los resultados muestran que existe una ligera relacion positiva
(coeficiente 0,17) entre Ki67 y elF5A2. Seria necesario ampliar el tamafo muestral para

poder establecer una mejor correlacion.

Matriz de correlaciéon
1.0

0-5
0

elF5A2  Ki67

Ki671 0.17

Figura 36. Matriz de correlacion entre elF5A2 y Ki67. La matriz se obtuvo tras aplicar
el coeficiente de correlacion de Spearman a los H-score obtenidos a partir del TMA de

cada paciente.

Finalmente, con el fin de estudiar la relacién entre la supervivencia de los pacientes
y la mayor o menor expresion de elF5A2, se realiz6 una curva de Kaplan-Meier. Los
resultados, aunque no son estadisticamente significativos (debido al bajo numero
muestral) indican que una mayor expresion de elF5A2 se asocia a una menor tasa de
supervivencia (Fig. 37A). Este resultado coincide con lo observado en los datos de
TCGA Pan-Cancer Atlas Studies en cBioPortal for Cancer Genomics, que muestran que
una mayor expresion de EIF5A2 se relaciona de manera significativa (p-Valor: 0.0465)
con una menor tasa de supervivencia y peor pronéstico. Al contrario, niveles elevados
de EIF5A1 no estan relacionados con mal pronéstico. Estos resultados ponen de
manifiesto el papel potencial de elF5A2 como un posible marcador de mal pronéstico en
CPNM.
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Figura 37. Curvas de supervivencia de pacientes de CPNM con relacién a la
expresion de elF5A2. A. Curva de supervivencia de los pacientes incluidos en este
estudio. Las curvas de supervivencia se estimaron mediante el método de Kaplan-Meier.
(Continuacion Fig. 37) El analisis de supervivencia se realiz6 mediante la prueba de
Mantel-Cox (rango logaritmico) (ns). B. Curvas de supervivencia de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar (ADCP) con alta y baja expresion de EIF5A1 (ns) y EIF5A2
(*p<0,05) incluidos en el conjunto de datos de TCGA Pan-Cancer Atlas Studies en

cBioPortal for Cancer Genomics.
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DISCUSION



1. Caracteristicas fenotipicas de las lineas de CPNM
estudiadas

Mediante gPCR y Western Blot se ha analizado la expresion basal de marcadores
epiteliales y mesenquimales en las lineas de CPNM establecidas A549, H441, H1395 y
PC9 (Fig. 10). Los resultados obtenidos nos han permitido clasificar la linea A549 como
una linea mesenquimal, ya que expresa niveles elevados de vimentina, tanto a nivel de
ARNmM como a nivel proteico, mientras que las otras tres lineas celulares son lineas
epiteliales que expresan E-cadherina en distintos grados, siendo las H441 las que mayor
expresion de E-cadherina muestran.

Con estas mismas técnicas se ha analizado la expresién de las dos isoformas de
elF5A, elF5A1 y elF5A2. En general, las cuatro lineas muestran mayor expresion de
elF5A1 que de elF5A2, tanto a nivel de mMRNA como a nivel proteico, siendo las lineas
PC9 y H1395 las que mayor expresion de elF5A1 presentan. Respecto a elF5A2, las
lineas que mas lo expresan son también PC9 y H1395, seguidas de A549.

En los experimentos llevados a cabo en este proyecto de tesis, por limitaciones de
tiempo, se ha trabajado unicamente con las lineas A549, como modelo de una linea
mesenquimal que expresa elF5A2, y la linea H1395, como modelo de una linea epitelial

que expresa elF5A2.

2. Inhibicion génica de elF5A

Como se ha mencionado anteriormente, la secuencia codificante de EIF5A2
comparte un 80% de identidad con el ADNc de EIF5A1, y sus proteinas son un 84%
idénticas y un 94% similares (Jenkins, Haag, and Johansson 2001), por lo que es dificil
inhibir de manera especifica cada una de las dos isoformas, sin interferir en la expresion
de la otra. Con este fin, se realizé un estudio informatico de las secuencias de ambas
isoformas, y se buscaron las zonas con menor homologia de bases entre ellas, para
disefiar secuencias de oligonucleotidos pequefios, de 19 pares de bases, que sirviesen
de ARNpi especificos para cada una de las isoformas.

Estos oligonucledtidos se testaron en las lineas A549 y H1395 mediante qPCR vy
Western Blot para analizar si la inhibicidn, tanto a nivel de expresion de mensajero, como
a nivel proteico, era efectiva.

Los resultados obtenidos (Fig. 13) mostraron que los oligos disefiados eran
especificos para el silenciamiento de cada una de las isoformas de forma especifica, ya
que con el uso de cada uno, sélo se observaba la disminucion de los niveles de

mensajero y proteicos de la isoforma diana. También se observé que existe una
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regulacion entre ambas isoformas de elF5A, ya que al silenciar elF5A1 aumenta la
expresion de mensajero y proteica de elF5A2, lo que no ocurre al contrario. Por lo tanto,
la inhibicion dirigida de EIF5A1 podria tener efectos secundarios derivados de la
sobreproduccion de EIF5A2 con los que debe tenerse cuidado.

Diversos trabajos han mostrado que elF5A es esencial para distintos procesos
celulares como la fase de elongacion y terminacion de la traduccién (Schuller et al.
2017), el recambio de ARNm, el ciclo celular, la proliferacion (M.-H. Park et al. 2010), la
activacion del factor HIF-1a en condiciones de hipoxia (Tariq et al. 2016) o la autofagia
(H. Zhang et al. 2019). La regulacion entre ambas isoformas observada en este trabajo,
que no se habia observado en publicaciones relacionadas con elF5A, refuerza la
esencialidad de elF5A1 para el correcto funcionamiento de las células, ya que elF5A2
aumenta para suplir su inhibicién y podria ser que, por homologia de secuencia y
conformacion, realizase las funciones que habitualmente realiza elF5A1 en las células.

Sin embargo, los resultados de los estudios de migracién y viabilidad realizados (Figs.
14 y 16) en estas mismas células mostraron que la inhibicién de elF5A2 provoca un
mayor descenso tanto de la viabilidad, como de la migracion celular. Ademas, al silenciar
elF5A1 la viabilidad celular aumenta tanto en la linea A549 como en H1395, y también
aumenta la migracién en células A549, fendmeno que puede deberse al aumento de la
expresion de elF5A2 que tiene lugar al silenciar elF5A1. Por el contrario, al
sobreexpresar elF5A2 de forma estable en la linea H1395-elF5A2 encontramos el efecto
contrario, ya que los resultados de estos mismos ensayos (Fig. 22 y 24) muestran un
aumento tanto de la viabilidad como de la migracion en las células en las que elF5A2
esta sobreexpresado. Esto coincide con los resultados publicados por otros autores, en
los que se muestra la relacion entre elF5A2 y un aumento de la migracion y la
agresividad de varios tipos de cancer, como el CPNM (C. Chen et al. 2018), gastrico
(Meng et al. 2015), ovarico (Zhao et al. 2021), hepatico (Tang et al. 2010) o de préstata
(Zhong et al. 2020). Ademas, cabe destacar que tanto en los experimentos de viabilidad
como de migracion, en las muestras que se silencia elF5A1 se produce un ligero
aumento de la viabilidad y también de la migracion respecto a las células control, por lo
que el aumento de elF5A2 observado en estas células podria ser el responsable de este
incremento. Estos resultados sugieren que elF5A2 tiene mayor capacidad para
promover la proliferacién y migracion celular respecto a elF5A1. Cuando se silencia
EIF5A2, los niveles de expresion de elF5A1 presente en las células es suficiente para
que la célula, aunque se limiten algunas funciones, continue siendo viable, por lo que
no seria necesario que aumente la expresion de elF5A1.

El descenso observado en la motilidad de las células al silenciar EIF5A2 podria

deberse a la desorganizacién del citoesqueleto de actina observada (Fig. 19), en las que
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los filamentos de actina se destruyen y se acumula en nudos. El citoesqueleto de actina
y su correcta organizacion es imprescindible para el establecimiento de la polaridad
celular, la morfogénesis, la adhesién y la migracion celular (T. M. Svitkina 2018; T.
Svitkina 2018), asi como para la determinacién de la capacidad invasiva de las células
cancerosas durante la metastasis (Fife, McCarroll, and Kavallaris 2014). Se ha visto que
elF5A2 promueve la formacion de fibras de estrés y lamelipodios a través de la
activacién de las GTPasas RhoA y Rac1 (Tang et al. 2010). Estas estructuras son
necesarias para la adquisicion de un fenotipo mas mesenquimal y el desarrollo de la
EMT y la invasividad celular, por lo que la falta de elF5A2, y por tanto de la actividad de
estas GTPasas provocaria un descenso de la motilidad celular, tal y como se observa
en los resultados presentados en este proyecto de tesis.

Por ultimo, se analizé la expresion de algunos marcadores de fenotipo mesenquimal
y epitelial, asi como algunas proteinas y factores de transcripcién implicados en la EMT,
en las células con EIF5A1 y EIF5A2 silenciado con el fin de estudiar su influencia en la
promocion de la EMT (Figs. 17 y 18). En estos ensayos pudimos comprobar que la
inhibicién de elF5A impide a las células la adquisicion de un fenotipo mesenquimal
completo caracteristico de la EMT, ya que causa un aumento en la expresion de la E-
cadherina. Sin embargo, los resultados obtenidos al estudiar las proteinas FHOD1, p85,
MTA1, ezrina y SNAI1 no fueron concluyentes, ya que en cada una de las lineas
celulares estudiadas se observa indistintamente el aumento y el descenso de estas
proteinas, por lo que se penso que las células necesitaban un estimulo adicional para
activar la EMT y observar mejor los efectos del silenciamiento de cada isoforma. De esta
forma, se trataron las células con TGF31, cuyos resultados se discuten en las secciones

siguientes.

3. Efecto del tratamiento con TGFB1 sobre la expresion de
elF5A

TGFB1 es una citoquina que, entre otras funciones, estimula el programa de EMT y
la metastasis en células tumorales (Hao, Baker, and Dijke 2019; J. Xu, Lamouille, and
Derynck 2009). Al tratar con TGFB1 las células A549 y H1395 (Fig. 13) observamos un
incremento de la expresion, tanto del ARNm de EIF6A2 como de la proteina elF5A2,
respecto a las células sin tratamiento. Ademas, el incremento de elF5A2 que se observa
al silenciar elF5A1 en las células es aun mayor en presencia de TGFB1, por lo que esta

citoquina podria estar regulando tanto la expresion de elF5A2 como su actividad, ya que

128



en presencia de TGFB1 también aumenta la expresion de elF5A2 hipusinado y, por
tanto, activo.

Esta observacion se confirmé en los experimentos realizados con las lineas celulares
establecidas en el laboratorio que expresan de manera constitutiva el plasmido vacio
(H1395-EV) y elF5A2 (H1395-elF5A2). Al tratar con TGFB1 a distintos tiempos en las
células que sobreexpresan elF5A2 (Fig. 25), se observoé un aumento progresivo de la
expresion de elF5A2, tanto a nivel de ARNm como proteico, con el tiempo de exposicion
con TGFB1. Ademas, también aumenta la expresion de elF5A2-Hip hasta alcanzar un
pico de expresion a las 24 y 48 h de tratamiento. Estos resultados coinciden con los
mostrados en otro estudio en el cual TGFB también induce la expresién de elF5A2 en
las lineas de cancer de ovario SKOV3 y OVCAS8 (Zhao et al. 2021).

Ademas, los resultados obtenidos mediante inmunofluorescencia (Fig. 31) muestran
que el tratamiento con TGFB1 induce un cambio en la localizacién de elF5A2 en el
citoplasma, localizandose en la membrana celular y lamelipodios a las 72 h de
tratamiento. Futuros experimentos de colocalizacién utilizando el anticuerpo contra
paxilina nos ayudaran a confirmar la localizacion de elF5A2 en las adhesiones focales.

También a las 72 h de tratamiento se observa mayor expresion de elF5A2 mediante
Western Blot y qPCR. Ademas, como se muestra en Figura 19, tanto en A549 como en
H1395, al tratar las células con TGF[B1 se observa un aumento de las fibras de actina
en el citoplasma y la formacion de numerosos filopodios, necesarios para un aumento
de la invasividad celular, como ya se ha mencionado. Estos resultados refuerzan nuestra
hipotesis de que la expresion y localizacion de elF5A2 es dependiente de la sefalizacion
por TGFB1, y el tratamiento con esta citoquina promoveria la localizacién de elF5A2 a
la membrana celular y prolongaciones celulares.

Por ultimo, el tratamiento con TGFB1 también aumenta la migracion en las lineas
establecidas (Fig. 24) y en células H1395 en los experimentos de silenciamiento con
EIF5A1piy EIF5A2pi (Fig. 16), como era de esperar dado su papel en la induccion de
la EMT.

En los ensayos de viabilidad realizados, tanto en los experimentos de silenciamiento
(Fig. 14) como los realizados con las lineas establecidas (Fig. 22), se observa una
disminucioén de la viabilidad al tratar las células con TGFB1, mas notablemente en el
caso de las A549. El descenso en la migracién en estas células podria relacionarse con
esta disminucién de la viabilidad. TGFB1 es un factor con multiples funciones en las
células, por lo que ademas del estimulo de la EMT, podriamos estar observando su
papel en la inhibicion del ciclo celular. Esto se produce gracias al papel regulador que
tiene TGFB1 sobre las ciclinas G1 y las quinasas que se asocian a ellas mediante la

induccidén de proteinas como p21 o p53 (Datto et al. 1995; Samarakoon et al. 2019).
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4. Papel de elF5A2 en la senalizacion por TGF1

Con el fin de elucidar el papel especifico que elF5A2 puede estar llevando a cabo en
la sefalizacién mediada por TGFB1, y descubrir si efectivamente interviene en la
traduccién de proteinas especificas, se estudid6 mediante Western Blot y qPCR la
expresion de marcadores especificos de fenotipo mesenquimal y epitelial, como
fibronectina, E-cadherina, vimentina y N-cadherina, y también otras proteinas
relacionadas con la organizacion del citoesqueleto de actina como FHOD1 y ezrina, y la
EMT, como p85, MTA1 y SNAI1. Se seleccionaron estas proteinas, ademas por el
importante papel que cumplen en el proceso de EMT, porque todas ellas, excepto la
vimentina, contienen motivos de prolinas consecutivas (secuencias mostradas en el
anexo, Fig. S2), ya sea de tres o mas prolinas seguidas (Gutierrez et al. 2013) o algunos
de los motivos con dos prolinas identificados por Pelechano & Alepuz (Pelechano and
Alepuz 2017). Por tanto, en estas proteinas seria necesaria la presencia de elF5A para
facilitar el proceso de elongacion de la traduccién. Se analizaron estas proteinas tanto
al silenciar EIF5A1 y EIF5A2 y tratar las células con TGFB1 durante 48 h; como en las
lineas H1395-EV y H1395-elF5A2 tratadas con TGFB1 hasta 72 h.

Respecto a las proteinas empleadas como marcadores de los fenotipos epitelial y
mesenquimal, los resultados en los experimentos de silenciamiento (Fig. 17) muestran
que, coincidiendo con lo esperado, en la linea A549 aumentan los niveles proteicos de
E-cadherina y descienden los de vimentina, mientras que en la linea H1395 disminuyen
tanto los de fibronectina como los de N-cadherina. Curiosamente, en la linea H1395 al
silenciar elF5A1, la expresion de ARNm de CDH1 y proteica de E-cadherina aumenta,
mientras que, al silenciar EIF5A2 la expresion de E-cadherina disminuye, tanto a nivel
proteico como de ARNm. El hecho de que en cada una de las lineas los marcadores de
comporten de forma diferente, pone de manifiesto que no se esta consiguiendo una EMT
completa en estas lineas, y quiza seria necesario probar otros tiempos de tratamiento
con TGFB1 para activar completamente el programa de EMT.

Estos resultados contrastan con otros estudios publicados en los que el
silenciamiento de EIF5A2 si provoca la inhibicién completa del programa de EMT, lo que
conlleva al aumento de los niveles de E-cadherina y B-catenina y la disminucion de
vimentina y N-cadherina (C. Chen et al. 2018; Sun et al. 2018; Wei et al. 2014; Y. Zheng
et al. 2021). Sin embargo, de todos estos estudios, solo uno se ha llevado a cabo en
CPNM, y aun asi, las lineas celulares empleadas son distintas, con las mutaciones
propias de cada linea y la variabilidad de resultados que eso conlleva. Ademas, en
ninguno de ellos se ha comprobado que la inhibicion de elF5A2 esté siendo especifica

de esa isoforma y no esté afectando a los niveles de elF5A1, por lo que algunos
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resultados de los observados en estos trabajos podrian ser producidos por el
silenciamiento off target de EIF5A1.

Ademas, es necesario destacar que en ambas lineas se produce un aumento de la
expresion de ciertos ARNm como FN1 y CDH2, y también de VIM en A549 al inhibir
elF5A2, mientras que su expresion proteica desciende o no se ve afectada, lo que podria
indicar una posible regulacién a nivel transcripcional mediada por elF5A2 para paliar los
efectos que el silenciamiento pueda estar provocando sobre la traduccién de estas
proteinas, ya que son necesarias para la adquisicién de un fenotipo mas mesenquimal
y por tanto el desarrollo de la EMT.

Los resultados en las lineas H1395-EV y H1395-elF5A2 (Fig. 26) muestran que la
sobreexpresion de elF5A2 induce la EMT, al mostrar mayores niveles de fibronectina y
N-cadherina y menores de E-cadherina la linea H1395-elF5A2 respecto a la linea
H1395-EV, coincidiendo con los resultados observados en otros estudios en los que la
sobreexpresion de elF5A2 también causaba estas mismas variaciones en la expresién
de estas proteinas (Bao et al. 2015; Y. Li et al. 2014; Zhu et al. 2012). Ademas, el
tratamiento con TGF31 a distintos tiempos muestra que mientras para la fibronectina si
es efectivo un tratamiento a tiempos largos, con picos de expresion a las 48 h'y 72 h,
tanto para la E-cadherina como para la N-cadherina, un tiempo corto de tratamiento es
mas efectivo, ya que es a las 8 h cuando se observa el mayor aumento de expresion de
N-cadherina y la mayor inhibicion de E-cadherina, confirmando asi que para los
experimentos de inhibicién habria sido interesante testar otros tiempos de tratamiento
con TGFB1 para observar el proceso completo de EMT.

Respecto a las proteinas relacionadas con la organizacién del citoesqueleto de actina
como FHOD1 y ezrina, los resultados de los experimentos de silenciamiento (Fig. 18)
han puesto de manifiesto que elF5A2 es necesario para su correcta traduccion bajo la
senalizacion por TGFB1, ya que al silenciarlo, desciende drasticamente su expresién
proteica en ambas lineas celulares. Curiosamente, al silenciar E/IF5A1 se produce un
ligero aumento de la expresion proteica de ezrina en ambas lineas y FHOD1 en H1395,
lo que puede estar produciéndose por el aumento de la expresiéon de elF5A2 observado
en estas muestras. En la linea A549 el descenso observado no va acompafado de una
disminucién tan acuciada de los niveles de ARNm de estas proteinas, por lo que la
regulacion se estaria dando a nivel traduccional. Al sobreexpresar elF5A2 y tratar las
células con TGFB1 (Fig. 27), hemos observado que a tiempos largos de tratamiento hay
una mayor expresion proteica de FHOD1 y ezrina, mientras que los niveles de ARNm
apenas varian, obteniendo asi un resultado complementario a lo observado al silenciar
elF5A2.
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Como se ha indicado en la introduccion, las forminas son proteinas necesarias para
la correcta polimerizacion de la actina (Chesarone, DuPage, and Goode 2010), y otros
procesos como la formacién del anillo durante la citocinesis en el ultimo paso de la
mitosis (Bohnert et al. 2013). En concreto, la formina FHOD1 parece estar regulada
positivamente durante la EMT, donde contribuye a la formacién del huso y la
organizacién de la actina F mesenquimal, favoreciendo asi a la migracion celular y la
invasiéon. Ademas, la desregulacién de FHOD1 reduce la capacidad de las células que
han entrado en el proceso de la EMT de formar invadopodios y degradar la matriz celular
(Gardberg et al. 2013). Las forminas se han podido relacionar previamente con elF5A,
demostrando que el factor es necesario para la traduccion de forminas con motivos
poliprolina como la Bni1 en levaduras o la mDia en mamiferos (Mufioz-Soriano et al.
2017). Por su parte, la ezrina esta implicada en procesos de morfogénesis, trafico
vesicular, adhesién, migracion celular y también en el desarrollo del cancer (Arpin et al.
2011; Clucas and Valderrama 2014). En concreto, diversos estudios han podido
relacionar la ezrina con el proceso de EMT, indicando que la inhibicién génica de la
ezrina conlleva a una menor tasa de proliferacion, migracion e invasividad (LI et al. 2021;
Xie et al. 2009; M. J. Chen et al. 2014). También se ha relacionado especificamente con
la sefalizacion por TGF, confirmando que su silenciamiento disminuye la expresion de
elementos clave de la ruta de TGF como p-Smad2/3 (Xie et al. 2009) y también que
tras la induccion de la EMT por TGF[3, la ezrina interacciona con la podocalyxina (M. J.
Chen et al. 2014), promoviendo la extravasion celular tras su contacto (Froése et al.
2018).

La inhibicion observada en la expresién de FHOD1 y ezrina al silenciar elF5A2
también la observamos en la expresion de las proteinas p85, MTA1 y SNAI1 (Fig. 18),
involucradas en el desarrollo de la EMT. En estas proteinas también observamos que
los niveles correspondientes de ARNm no descienden de manera significativa al
silenciar EIF5A2, si no que apenas varian o incluso aumentan, como ocurre en el caso
de SNAI1, lo que de nuevo pone de manifiesto el importante papel de la regulacion
traduccional mediante elF5A2 de estas proteinas. Ademas al analizar la expresién de
estas proteinas al silenciar EIF5A1 se ha observado un aumento de la expresion
proteica de ezrina y p85 en ambas lineas celulares, especialmente en presencia de
TGFB1. Esto también nos ayuda a confirmar el papel de elF5A2 en la traduccion de
estas proteinas, ya que en estas condiciones, la expresion de elF5A2 aumenta, como
se muestra en la Figura 13, y esto podria relacionarse con el aumento de la expresion
de ezrina y p85.

El unico caso en el que se provoca un mayor descenso al inhibir elF5A1 que con

elF5A2 es en la proteina MTA1. Sin embargo, esto se contradice con lo observado al
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sobreexpresar elF5A2 (Fig. 27), donde se observa que la expresion de MTA1 es mayor
en las células H1395-elF5A2 en todos los tiempos de inducciéon con TGFB1. Este
resultado si va acorde a los estudios publicados por otros autores, en los que la
sobreexpresion de elF5A2 promueve la invasividad del cancer al aumentar la expresion
de MTA1 y c-myc (Meng et al. 2015; Zhu et al. 2012).

Respecto a p85 y SNAI1, la sobreexpresion de elF5A2 (Fig. 27) induce una mayor
expresion de p85 a tiempos cortos (4 h y 8 h) de tratamiento con TGF31, mientras que
en el caso de SNAI1, el aumento de la expresién es mas notable a tiempos largos de
tratamiento (24 h, 48 h y 72 h). Este aumento de la expresion proteica unicamente va
acompanado de un aumento de la expresion de ARNm en el caso de SNAI/1, que
aumenta con el tratamiento con TGFB1, aunque su expresién es mayor en las células
H1395-EV. A lo largo del apartado dedicado al proceso de EMT en la introduccién, ya
se ha destacado el importante papel que juega la familia transcripcional SNAIL en la
regulacién de este proceso, por lo que es destacable que este con este trabajo se haya
conseguido relacionar la regulacién a nivel traduccional mediante elF5A2 con SNAIA,
ya que eso refuerza que elF5A2 pueda ser un marcador de mal prondstico en cancer.
Finalmente, la ruta de sefalizacion PI3BK/AKT/mTor es una de las rutas mas importantes
en la regulacion del cancer, controlando mecanismos de crecimiento, movilidad,
metabolismo celular, supervivencia y angiogenesis (J. Yang et al. 2019), por lo que
conocer el mecanismo regulador de cualquiera de sus componentes es importante para
su uso como posible diana terapéutica. En concreto, p85 es la subunidad reguladora a
de PI3K, que junto a la subunidad catalitica p110, conforman la forma activa de PI3K.
Concretamente, la sobreexpresiéon de p85 se ha relacionado con un menor ratio de
supervivencia y menor tiempo libre de enfermedad en pacientes con cancer de mama
(Zhou et al. 2014) y ademas su fosforilacion es clave en la resistencia al tratamiento con
inhibidores de PI3K (Han et al. 2018).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, los resultados refuerzan la relacién existente
entre la sobrexpresion de elF5A2 y el proceso de EMT inducido por TGFB1, a través de
su implicacion en la regulacién traduccional de proteinas como la formina FHOD1,
ezrina, p85, MTA1 y SNAI1, todas ellas muy importantes en el desarrollo de una EMT

completa.
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5. La inhibicion de elF5A2 mediante GC7 como posible diana
terapéutica

Como ya se ha mencionado en la introduccion, la activacion de elF5A puede inhibirse
mediante compuestos especificos que bloquean la actividad de las enzimas de la ruta
de hipusinacion DHS y DOHH. En este trabajo, hemos utilizado el compuesto GC7, que
es un inhibidor competitivo de la DHS.

Existen otros compuestos para inhibir la activacién de elF5A, tal y como describen
en su revision Tauc et al. (Tauc et al. 2021). En nuestro laboratorio hemos realizado
pruebas preeliminares con los compuestos Ciclopirox (CPX) y deferiprona (DFO),
ambos inhibidores de la enzima DOHH. Al emplear cantidades minimas de estos
compuestos descritas en la bibliografia en nuestros experimentos de inhibicién con las
células H1395-Ev y H1395-elF5A2, el efecto nocivo sobre las células era muy grande,
inhibiendo totalmente el crecimiento y la proliferacién celular, por lo que estos
compuestos deben estar afectando a mas dianas que elF5A, y al no poder realizar los
experimentos en las mismas condiciones de crecimiento que con GC7, no se muestran
los resultados previos en este trabajo.

Los resultados obtenidos muestran que la adicion de GC7 inhibe tanto la viabilidad
(Fig. 22) como la migracion celular (Fig. 24). En ambos casos el efecto es mayor en la
linea H1395-EV, ya que mientras el efecto sobre H1395-elF5A2 puede verse paliado
por la alta expresion de elF5A2 que hay y no se consigue inhibir todo el factor activo, en
la linea H1395-EV se expresan bajos niveles de elF5A1 y elF5A2 en comparacion con
H1395-elF5A2, por lo que si se puede estar consiguiendo una inhibicion completa de
elF5A y por tanto que el efecto sea mayor.

En concreto, los resultados de los experimentos con GC7 y TGFB1 en las linea
H1395-elF5A2 muestran que la inhibicién proteica de elF5A y elF5A hipusinado es
efectiva con la adicion de GC7, mientras que con TGFB1 se estimula su expresion.
Respecto a la expresion de ARNm de ambas isoformas, cabe destacar que se observa
un aumento de la expresion de EIF5A2 al tratar las células con GC7 a 24 y 72 h, s6lo o
en combinacion con TGFB1, lo que podria indicar que se esta produciendo una
regulacion a nivel transcripcional para suplir la falta de elF5A2 activo que hay en la célula
(Fig. 28). La adicion de GC7 en el cultivo celular también afecta a la expresion proteica
de los marcadores de fenotipo fibronectina, E-cadherina y N-cadherina (Fig. 29) y en las
proteinas FHOD1, p85 y SNAI1 (Fig. 30). En el caso de los ARNm de CDH1, CDH2,
FHOD1 y SNAI1 se produce un aumento de sus niveles en algunos tiempos del
tratamiento con GC7. Ademas, en el experimento de microscopia de fluorescencia
realizado con estas células H1395-elF5A2, tratadas con GC7 y TGFB1 (Fig. 31), hemos
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podido observar que el tratamiendo con GC7 durante 24 h provoca una disminucién de
los niveles de elF5A2 localizado en la membrana citoplasmatica, lo que en conjunto,
ayuda a confirmar nuestra hipotesis de que estas proteinas pueden ser dianas
traduccionales de elF5A2, traduciéndose en el lugar en el que van a emplearse y que,
al inactivar su actividad mediante la adicion de GC7 se inhibiria su traduccion. Por tanto,
€s necesaria una regulacion a nivel transcripcional para aumentar los niveles de mMRNA
de estas proteinas para favorecer su expresion proteica.

Los resultados obtenidos en este trabajo ayudan a esclarecer el mecanismo
molecular por el cual elF5A2 tiene un papel en el desarrollo del cancer. Tanto el
silenciamiento génico de EIF5A2 como su inhibicion farmacoldgica con GC7 tienen un
efecto inhibitorio en la EMT, la migracién y la viabilidad celular, confirmando que la
inhibicién de elF5A2 y su actividad, en combinacion con otros farmacos, podria ser una

nueva via terapéutica que debe explorarse.

6. Modelos experimentales in vivo para el estudio de la

funcion de elF5A

Diversos trabajos han relacionado la sobreexpresion de elF5A2 con un peor
pronéstico y menor tasa de supervivencia en canceres como el CPNM o el gastrico,
entre otros (W. Chen et al. 2009; He et al. 2011; Meng et al. 2015; X. Zheng et al. 2020),
por lo que comprender el mecanismo biolégico subyacente que hace que los canceres
en los que se sobreexpresa elF5A2 sean mas agresivos es de interés para el disefio de

nuevas estrategias terapeuticas.

En este trabajo se han empleado modelos murinos para el estudio de la capacidad
formadora de tumores y metastasica de elF5A2, y también se han empleado muestras
de tejido sano y tumoral de pacientes con CPNM para estudiar la expresion y

localizacién de elF5A2 y su posible correlacion con el marcador de proliferacion Ki67.

Los experimentos en ratones inmunodeprimidos NSG (Fig. 34A y B) han confirmado
la capacidad iniciadora de tumores de las lineas estables H1395-EV y H1395-elF5A2
generadas en el laboratorio y muestran que el numero de células inyectado es
importante para el desarrollo tumoral, ya que a mayor numero de células, mayor
velocidad de crecimiento. Ademas, hemos podido comprobar al inyectar 500 células que
las células H1395-elF5A2 generan un tumor mas grande mas rapido que las células
H1395-EV, aunque el volumen final sea el mismo (Fig. 34C), lo que confirma que las
células H1395-elF5A2 tienen una mayor capacidad proliferativa, como se ha observado

también en los ensayos de MTS realizados (Fig.22).
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También cabe destacar que los ratones inyectados con H1395-elF5A2 tienen una
menor tasa de supervivencia, ya que en dos de los tres experimentos realizados, varios
ratones con estas células no se han podido incluir en el estudio por una muerte
prematura. Esto coincide con lo observado en los estudios mencionados anteriormente,
en los que la sobreexpresion de elF5A2 se correlaciona con un peor prondstico y menor
tasa de supervivencia. Esta menor tasa de supervivencia podria estar relacionada con
la mayor capacidad invasiva y mestastatica de las células H1395-elF5A2, como puede
observarse en los resultados de inmunofluorescencia observados en la figura 34D. Esta
mayor capacidad invasiva in vivo coincide con lo publicado por Wei et al., que también
observaron un mayor nimero de nodulos tumorales en los pulmones de los ratones
inyectados con células que sobreexpresaban elF5A2 (Wei et al. 2014). Esta
inmunofluorescencia se ha realizado en tejido pulmonar, por lo que también seria
interesante observar otros tejidos como el higado o hueso, otras de las dianas
principales de las metastasis ocasionadas por cancer de pulmon (Riihimaki et al. 2014),
para comprobar si efectivamente la capacidad invasiva de estas células es mayor al

sobreexpresar elF5A2.

Por otro lado, los resultados de inmunohistoquimica en las muestras de pacientes
(Fig. 35) mostraron que elF5A2 se puede localizar tanto en el nucleo, como fuera de él,
ya sea de forma perinuclear o en el citoplasma, lo que coincide con las imagenes de
microscopia de fluorescencia realizadas en las células H1395-EV y H1395-elF5A2,
donde también observamos las distintas expresiones de elF5A2. De las muestras
observadas, es en la LF15 donde se relacionan los niveles de expresion mas elevados
de elF5A2, cuya localizacion abarca la totalidad de la célula, con una mayor intensidad
del marcador de proliferacion Ki67 (Hitchcock 1991). Como se ha mencionado
anteriormente, Ki67 se ha descrito como un indicador de mal pronéstico en CPNM
(Martin et al. 2004), lo que coincide con lo observado en esta muestra, ya que la
supervivencia libre de enfermedad de este paciente es la segunda mas baja, inferior al
afo y medio. Los resultados de la matriz de correlacién entre Ki67 y elF5A2 (Fig. 36)
muestran que existe una ligera relacion positiva entre ellos, aunque los datos no son
significativos debido al pequefio numero de muestras analizadas. Ademas, la curva de
supervivencia (Fig. 37) realizada muestra que una mayor expresion de elF5A2 se asocia
con una menor tasa de supervivencia de los pacientes, confirmando asi el papel de
elF5A2 como marcador de mal prondstico. Seria necesario ampliar el tamafo muestral
para poder establecer una correlacion significativa, ya que en este trabajo Unicamente
se han incluido 8 muestras. También seria interesante correlacionar la expresion de
elF5A2 con algun marcador mesenquimal para ver si se asocia con células con mayor

capacidad de migracion e invasion.
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7. Relacion de elF5A2 con la maquinaria de traduccion

Actualmente, los estudios funcionales realizados para descubrir la implicaciéon de
elF5A en el proceso de traduccion de proteinas, se han realizado con la isoforma elF5A1
(Gutierrez et al. 2013; Saini et al. 2009; Shin et al. 2017), ya que es la mayoritaria en las
células y la que primero se descubrio. Por tanto, no hay estudios que relacionen
especificamente elF5A2 con la maquinaria traduccional, y la mayor parte de lo que se
conoce sobre las funciones de esta isoforma, se asume por su homologia con elF5A1.
De hecho, se ha relacionado mas a elF5A2 con la transcripcion que con la sintesis de
proteinas (Farache, Liu, and Lee 2022). Es por este motivo, que en el laboratorio se
realizaron varios experimentos para relacionar de forma concreta elF5A2 con el proceso
de traduccion.

En el primero de ellos, se han analizado las diferencias en los perfiles polisomales
generados por las células H1395-EV y H1395-elF5A2 (Fig. 23), y se ha observado un
aumento de la cantidad de polisomas en las células que sobreexpresan elF5A2, por lo
que este factor estaria favoreciendo la traduccion de proteinas. En un estudio llevado a
cabo en la linea de cancer de ovario UACC-1598, se observé un patréon de expresiéon
diferente de los ARNm de EIF5A1y EIF5A2 asociados a polisomas, en el cual EIF5A1
estaba presente tanto en monosomas como en polisomas, mientras que EIF5A2 estaba
mayormente relacionado con los monosomas (Clement et al. 2006). Por tanto, estos
resultados son novedosos en esta area, y el trabajo resulta de interés extra al ser capaz
de relacionar la sobreexpresion de elF5A2 con una mayor cantidad de polisomas en las
células en cancer de pulmoén, y también para comprobar que elF5A2 esta presente en
estos polisomas mas pesados, como se observa en los resultados de Western Blot.
Experimentos futuros de perfiles polisomales con células tratadas con TGFB1 nos
permitiran comprobar si efectivamente elF5A2 es un factor implicado en la sintesis de
proteinas aguas abajo en la sefalizacion por TGFp1.

En el segundo experimento llevado a cabo, se ha empleado el tratamiento con
puromicina como estrategia para detectar mediante inmunofluorescencia puntos de
traduccién activa en la célula (Starck et al. 2004) (Fig. 24), y ver si estos puntos
colocalizan tanto con elF5A2 como con la hipusina, detectando asi elF5A2 activo. Los
resultados mostraron que en las células H1395-elF5A2 se produce un aumento de la
cantidad de puromicina detectada, por lo que existe una mayor actividad traduccional.
Esto concuerda con los resultados mencionados de los polisomas, en los que también
hay una mayor cantidad de polisomas en estas células. Ademas, la expresion también
aumentaba al tratarse las células con TGF(31, confirmando que esta citoquina aumenta

la expresion y la actividad de elF5A2, mientras que al afadir GC7, la expresion
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disminuye, por lo que la inhibicion de elF5A2 se relaciona con una menor actividad
traduccional. Ademas, elF5A2 y la hipusina colocalizan con la puromicina en puntos de
la membrana celular y los filopodios celulares, sobre todo en las células tratadas con

TGFB1, lo que coincide con los resultados mostrados en la Figura 22.

8. Modelo de accion y perspectivas futuras

En conjunto, este trabajo pone de manifiesto el papel que tiene elF5A2 en la
regulacion de las expresion de elF5A presente en las células para su correcto
funcionamiento y confirma la relacion entre elF5A2 y la EMT inducida por la sefalizacién
por TGF[1.

La hipétesis de partida de este trabajo de investigacion, resumida en la Figura 38 y
discutida a lo largo de este manuscrito, es que elF5A2 se hipusina en el interior del
nucleo (como ya se ha mostrado por otros autores), y gracias a la estimulaciéon mediante
TGFB1 sale al citoplasma y la membrana celular, donde participa en la sintesis de
proteinas con motivos poliprolina cuya actividad es requerida en la progresién de la EMT
y la organizacién del citoesqueleto de actina, como pueden ser la ezrina, FHOD1, p85,
MTA1 y SNAI1. Su sobreexpresion causa un aumento de la proliferacion, migracion e
invasion celular. Que la actividad de elF5A2 pueda inhibirse de forma especifica cpn
inhibidores de la hipusinacion, hace que sea de interés ya que elF5A2 podria emplearse
como un marcador de mal prondstico en cancer de pulmén (y oros canceres donde esté
activo) y su inhibicién podria ser de utilidad para prevenir la metastasis en canceres en

sus primeros estadios.
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Figura 38. Modelo de accion planteado para elF5A2. Creado con BioRender.com.

Puesto que nuestros resultados muestran que elF5A2 esta relacionado con la
magquinaria de sintesis de proteinas, futuros trabajos de protedmica y de quimica de
Click-it (Belda-Palazén, Ferrando, and Farras 2016) podran ayudarnos a identificar las
dianas en cuya traduccién estd implicado de forma especifica elF5A2. Ademas,
actualmente en el laboratorio contamos con una coleccion de organoides derivados de
las muestras de biopsias de pacientes incluidos en los experimentos de TMA. Cultivar
estos organoides y conseguir derivar lineas estables celulares de estos pacientes puede
resultar muy interesante para verificar los resultados obtenidos en este trabajo y poder
testar ademas del GC7, otros inhibidores de elF5A.

Estas células, una vez caracterizadas mediante citometria, Western Blot y qPCR,
también pueden inyectarse en ratones para estudiar el crecimiento tumoral de lineas
que expresan elF5A2 y otros marcadores de célula madre en distintos grados, y ver que
combinacion puede ser la mas agresiva, creando asi un posible paner de marcadores
de peor prondstico en cancer. Esto, junto al planteamiento de nuevos experimentos
realizados en ratones, para poner a punto la dosis y tiempo de tratamiento de GC7, solo
0 en combinacién con otros inhibidores especificos de la hipusinacion, nos permitira

elucidar la implicacién de elF5A2 en el proceso de metastasis celular y evaluar el papel
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de GC7 como una posible diana terapéutica en aquellos canceres en los que se

encuentre sobreexpresado.
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CONCLUSIONES



1.

Las lineas celulares de CPNM H441, H1395, PC9 y A549 se definieron como
epiteliales o mesenquimales en funcion de la expresion ARNm y proteica de E-
cadherina y vimentina. Las lineas celulares H441, H1395 y PC9 expresan niveles
elevados de E-cadherina y muy bajos de vimentina por lo que las hemos definido
como lineas celulares epiteliales. La linea celular A549 expresa niveles elevados
de vimentina y muy bajos de E-cadherina por lo que la hemos definido como
mesenquimales. Las lineas celulares con mayor nivel endégeno de elF5A2 y
elF5A2 hipusinado (activo) son PC9 y H1395, seguido de la linea celular A549.

No se detectd expresion de elF5A2 en la linea celular H441.

Al inhibir genéticamente EIF5A1 en las lineas A549 y H1395 se observa un
aumento en los niveles de ARNm y proteina de elF5A2, pero no al reveés, lo que

sugiere una compensacion unidireccional entre ambos homdélogos.

La sobreexpresion de elF5A2 aumenta la viabilidad e induce la migracion celular.
Al contrario, el silenciamiento de EIF5A2 y el tratamiento con el inhibidor de

hipusinaciéon GC7 disminuyen la viabilidad y reducen la migracién celular.

La deplecion de elF5A1 y elF5A2 induce a la desorganizacion del citoesqueleto
de actina, siendo esta alteracion mas dramatica en las células depletadas de
elF5A2, provocando la rotura de los filamentos de actina y su acumulacién en
nudos. Por el contrario, la sobreexpresion de elF5A2 induce a la formacién de

filopodios en el citoesqueleto de actina.

La expresion de elF5A2 y elF5A2 hipusinado (activo) se induce al afiadir TGF31.
Este resultado sugiere que elF5A2 es un mediador de la sefalizacion por TGF31
y por tanto podria promover la EMT, la migracion y la invasion celular en
respuesta a TGFB1. Cabe destacar que la sobreexpresion de elF5A2 se asocid
con la induccion de proteinas implicadas en la EMT como MTA1, p85 y SNAI1 y
en la organizacion del citoesqueleto, como FHOD1 y ezrina, que son proteinas

que contienen motivos de poliprolinas.
TGFB1 induce la traslocacién de elF5A2 al citoplasma y la membrana celular, en

sitios de traduccidén activa. Lo que sugiere que puede facilitar la traduccion de

proteinas especificas en el mismo lugar en el que van a emplearse.

142



7. A diferencia de elF5A1, elF5A2 se ha implicado en la regulacion de la
transcripcion, pero no en la traduccion de proteinas. Los resultados presentados
en los perfiles polisomales e inmunofluorescencia con puromicina muestran que
la sobreexpresion de elF5A2 esta asociada con un aumento de la tasa

traduccional en las células de CPNM.

8. La sobrexpresion de elF5A2 se asocia con un mal prondéstico en pacientes con
CPNM, y estos datos se correlacionaron con nuestra evidencia experimental de
una mayor capacidad de invasién celular cuando se injerta en ratones
inmunocomprometidos. Estos datos refuerzan que elF5A2 es un marcador de

mal pronostico en CPNM.

9. Nuestros resultados sugieren que la inhibicidn de elF5A2 es una potencial diana

terapéutica en cancer.
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Alejandro Ferrando; Rosa Farras Rivera.

Publicado en: The FEBS Journal. 284, pp. 87 - 88. FEBS PRESS - WILEY, 09/2017.
ISSN 1742-464X.

d. 17th FEBS Young Scientists' Forum (YSF)

Titulo del trabajo: Regulation of epithelial-mesenchymal transition by means of

elF5A2- dependent translational control.

Tipo de participacién: Pdoster

Ciudad de celebraciéon: Jerusalem, Israel
Fecha de celebracion: 07/09/2017 al10/09/2017
Entidad organizadora: The FEBS Young Scientists’ Forum (YSF)
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Autores: José Miguel Pardo Sanchez; Arantxa Martinez Férriz; Juan Diego De
Maya Gironés; Beatriz Pérez Benavente; Carolina Gandia; Borja Belda Palazén;

Alejandro Ferrando; Rosa Farras Rivera.

e. 3rd PROTEOSTASIS Workshop: PROTEOSTASIS and its biological

implications

Titulo del trabajo: Regulation of epithelial-mesenchymal transition mediated by

translation factor elF5A.

Tipo de participacion: Péster

Ciudad de celebracion: Lisboa, Portugal
Fecha de celebraciéon: 11/2016

Entidad organizadora: Proteostasis - COST

Autores: José Miguel Pardo Sanchez; Arantxa Martinez Férriz; Juan Diego De

Maya Gironés; Beatriz Pérez Benavente; Alejandro Ferrando; Rosa Farras Rivera.

4. PARTICIPACION EN CONGRESOS NACIONALES

a. Jornada de la Real Academia de Medicina de la Comunidad
Valenciana (RAMCYV) y la Junta Provincial de Valencia de la

Asociacion Espaiiola Contra el Cancer (AECC) 2022

Titulo del trabajo: Nuevas estrategias terapéuticas contra el cancer de pulmon

basadas en el control de la sintesis de proteinas mediada por poliaminas.

Nombre de la jornada: IV Symposium De Investigacién Contra El Cancer Valencia.

Tipo de participacién: Ponencia oral

Ciudad de celebracién: Valencia, Comunidad Valenciana, Espana
Fecha de celebracion: 10/02/2022

Entidad organizadora: Real Academia de Medicina de la Comunidad Valenciana y

la AECC Junta Provincial Asociada de Valencia

Autores: Arantxa Martinez Férriz.
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b. 43rd Annual Meeting of the Spanish Society of Biochemistry &
Molecular Biology

Titulo del trabajo: Role of the spermidine-hypusine-elF5A axis in cancer progression.

Tipo de participaciéon: Poster

Ciudad de celebracion: On-line
Fecha de celebracion: 19/07/2021 al 22/07/2021

Entidad organizadora: Spanish Society of Biochemistry & Molecular Biology

Autores: Arantxa Martinez-Férriz; José Miguel Pardo-Sanchez; Carolina Gandia;
Alihamze Fathinajafabadi; Alejandro Ferrando; Rosa Farras.

c. Jornada de la Real Academia de Medicina de la Comunidad
Valenciana (RAMCYV) y la Junta Provincial de Valencia de la

Asociacién Espaiiola Contra el Cancer (AECC) 2020

Titulo del trabajo: Nuevas estrategias terapéuticas contra el cancer de pulmén

basadas en el control de la sintesis de proteinas mediada por poliaminas.

Nombre de la jornada: Implementando la investigacidon de cancer en Valencia:

Jornada de presentacion de proyectos de investigacion.

Tipo de participacion: Ponencia oral

Ciudad de celebracién: Valencia, Comunidad Valenciana, Espana
Fecha de celebracion: 04/02/2020

Entidad organizadora: Real Academia de Medicina de la Comunidad Valenciana y
la AECC Junta Provincial Asociada de Valencia

Autores: Arantxa Martinez-Férriz.

d. 2nd Educational Symposium ASEICA 2019 Arantxa

Titulo del trabajo: Role of the polyamine-hypusine-elF5A in cancer progression.
Tipo de participacion: Poster

Ciudad de celebracién: Madrid, Comunidad de Madrid, Espafia
Fecha de celebracion: 28/11/2019 al 29/11/2019
Entidad organizadora: ASEICA

Autores: Arantxa Martinez-Férriz; José Miguel Pardo-Sanchez; Alihamze
Fathinajafabadi Carolina Gandia; Alejandro Ferrando; Rosa Farras.
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e. lll National Congress of Young Researchers in Biomedicine & IV

Congress of Biomedicine of PhD Students in Valencia

Titulo del trabajo: Oncogenic Role of Eukaryotic Translation Initiation Factor 5A2.

Tipo de participacién: Ponencia oral

Ciudad de celebracién: Valencia, Comunidad Valenciana, Espafa
Fecha de celebracion: 24/04/2019 al 26/04/2019

Entidad organizadora: Organizing Committee ConBioPreVal

Autores: Arantxa Martinez-Férriz; Alihamze Fathinajafabadi; José Miguel Pardo-

Sanchez; Carolina Gandia; Beatriz Pérez-Benavente; Alejandro Ferrando; Rosa Farras.

f. 1l Encuentro de Investigadores de la Comunidad Valenciana en
Cancer Ciudad de Alcoy: Investigar es Avanzar en la Lucha Contra
el Cancer

Titulo del trabajo: Eukaryotic Initiation Factor 5A2 promotes EMT and invasion in
NSCLC.

Tipo de participacion: Poster

Ciudad de celebracién: Alcoy, Comunidad Valenciana, Espafia
Fecha de celebracion: 20/04/2018

Entidad organizadora: Universitat Politécnica de Valéncia

Autores: Arantxa Martinez Férriz; José Miguel Pardo Sanchez; Borja Belda
Palazoén; Beatriz Pérez Benavente; Juan Diego De Maya Gironés; Carolina Gandia;

Alejandro Ferrando; Rosa Farras.

g. Il National Congress of Young Researchers in Biomedicine & IV

Congress of Biomedicine of PhD Students in Valencia

Titulo del trabajo: elF5A2 regulates formin expression and lung cancer cell

differentiation.

Tipo de participaciéon: Poster

Ciudad de celebracién: Valencia, Comunidad Valenciana, Espana
Fecha de celebracion: 23/11/2017 al 24/11/2017

Entidad organizadora: Organizing Committee ConBioPreVal

Autores: Arantxa Martinez Férriz; José Miguel Pardo Sanchez; Juan Diego De
Maya Gironés; Beatriz Pérez Benavente; Carolina Gandia; Borja Belda Palazén;

Alejandro Ferrando; Rosa Farras.
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ANEXO
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Figura S1. Comprobacion de la linealidad entre la densidad celular y la
absorbancia a 490nm por MTS. Los ensayos de viabilidad por MTS en células H1395-
EV y H1395-elF5A2 se realizaron 72 h después de sembrar 1.000, 2.000, 4.000, 6.000,
8.000 y 10.000 por pocillo. Las medias experimentales (N=3 con triplicados
experimentales) de absorbancia a 490nm se analizaron mediante un analisis de

regresion linear simple.
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>sp|P02751 |FINC_HUMAN Fibronectin OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=FN1
PE=1 SV=5

MLRGPGPGLLLLAVQCLGTAVPSTGASKSKROAQOMVOPQSPVAVSQSKPGCYDNGKHYQ
INQOWERTYLGNALVCTCYGGSRGFNCESKPEAEETCFDKYTGNTYRVGDTYERPKDSMT
WDCTCIGAGRGRISCTIANRCHEGGOSYKIGDTWRRPHETGGYMLECVCLGNGKGEWTCK
PIAEKCEFDHAAGTSYVVGETWEKPYQGWMMVDCTCLGEGSGRITCTSRNRCNDQDTRTSY
RIGDTWSKKDNRGNLLOQCICTGNGRGEWKCERHTSVQTTSSGSGPFTDVRAAVYQPQOPHP
QPPPYGHCVTDSGVVYSVGMOWLKTQGNKOMLCTCLGNGVSCQETAVTQTYGGNSNGEPC
VLPFTYNGRTEFYSCTTEGRODGHLWCSTTSNYEQDQKYSFCTDHTVLVQTRGGNSNGALC
HEPFLYNNHNYTDCTSEGRRDNMKWCGTTONYDADQKFGFCPMAAHEETICTTNEGVMYRI
GDOWDKQHDMGHMMRCTCVGNGRGEWTCIAYSQLRDOCIVDDITYNVNDTFHKRHEEGHM
LNCTCFGQGRGRWKCDPVDQCODSETGTEFYQIGDSWEKYVHGVRYQCYCYGRGIGEWHCQ
PLOTYPSSSGPVEVFITETPSQPNSHPIQWNAPQPSHISKYILRWRPKNSVGRWKEATIP
GHLNSYTIKGLKPGVVYEGQLISIQQYGHQEVTREDFTTTSTSTPVTSNTVIGETTPESP
LVATSESVTEITASSEVVSWVSASDTVSGFRVEYELSEEGDEPQYLDLPSTATSVNIPDL
LPGRKYIVNVYQISEDGEQSLILSTSQTTAPDAPPDTTVDQVDDTSIVVRWSRPOAPITG
YRIVYSPSVEGSSTELNLPETANSVTLSDLOQPGVQYNITIYAVEENQESTPVVIQQETTG
TPRSDTVPSPRDLQFVEVTDVKVTIMWTPPESAVTGYRVDVIPVNLPGEHGQRLPISRNT
FAEVTGLSPGVTYYFKVFAVSHGRESKPLTAQQTTKLDAPTNLQFVNETDSTVLVRWTPP
RAQITGYRLTVGLTRRGOPRQYNVGPSVSKYPLRNLQPASEYTVSLVAIKGNQESPKATG
VEFTTLOQPGSSIPPYNTEVTETTIVITWTPAPRIGFKLGVRPSQGGEAPREVTSDSGSIVV
SGLTPGVEYVYTIQVLRDGOQERDAPIVNKVVTPLSPPTNLHLEANPDTGVLTVSWERSTT
PDITGYRITTTPTNGQOGNSLEEVVHADQSSCTFDNLSPGLEYNVSVYTVKDDKESVPIS
DTITPEVPQLTDLSEFVDITDSSIGLRWTPLNSSTIIGYRITVVAAGEGIPIFEDEVDSSV
GYYTVTGLEPGIDYDISVITLINGGESAPTTLTQQTAVPPPTDLREFTNIGPDTMRVTWAP
PPSIDLTNFLVRYSPVKNEEDVAELSISPSDNAVVLTNLLPGTEYVVSVSSVYEQHESTP
LRGROKTGLDSPTGIDFSDITANSEFTVHWIAPRATITGYRIRHHPEHFSGRPREDRVPHS
RNSITLTNLTPGTEYVVSIVALNGREESPLLIGQQSTVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWD
APAVTVRYYRITYGETGGNSPVQEFTVPGSKSTATISGLKPGVDYTITVYAVTGRGDSPA
SSKPISINYRTEIDKPSQMOVTDVODNSISVKWLPSSSPVTGYRVTTTPKNGPGPTKTKT
AGPDOTEMTIEGLQPTVEYVVSVYAQNPSGESQPLVQTAVTNIDRPKGLAFTDVDVDSIK
IAWESPQGQVSRYRVTYSSPEDGIHELFPAPDGEEDTAELQGLRPGSEYTVSVVALHDDM
ESQPLIGTQSTAIPAPTDLKEFTQVTPTSLSAQWTPPNVOLTGYRVRVTPKEKTGPMKEIN
LAPDSSSVVVSGLMVATKYEVSVYALKDTLTSRPAQGVVTTLENVSPPRRARVTDATETT
ITISWRTKTETITGFQVDAVPANGOQTPIQRTIKPDVRSYTITGLOPGTDYKIYLYTLNDN
ARSSPVVIDASTAIDAPSNLREFLATTPNSLLVSWQPPRARITGYIIKYEKPGSPPREVVP
RPRPGVTEATITGLEPGTEYTIYVIALKNNQKSEPLIGRKKTDELPQLVTLPHPNLHGPE
ILDVPSTVOQKTPEVTHPGYDTGNGIQLPGTSGQOPSVGOOMIFEEHGEFRRTTPPTTATPI
RHRPRPYPPNVGEETIQIGHIPREDVDYHLYPHGPGLNPNASTGQEALSQTTISWAPEFQDT
SEYITISCHPVGTDEEPLQFRVPGTSTSATLTGLTRGATYNVIVEALKDOQQRHKVREEVVT
VGNSVNEGLNQPTDDSCFDPYTVSHYAVGDEWERMSESGFKLLCQCLGFGSGHFRCDSSR
WCHDNGVNYKIGEKWDROGENGOMMSCTCLGNGKGEFKCDPHEATCYDDGKTYHVGEQWQ
KEYLGAICSCTCFGGQRGWRCDNCRRPGGEPSPEGTTGQSYNQYSORYHORTNTNVNCPI
ECFMPLDVQADREDSRE
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>sp|P12830|CADH1_HUMAN Cadherin-1 OS=Homo sapiens 0X=9606
GN=CDH1 PE=1 SV=3

MGPWSRSLSALLLLLOQVSSWLCQEPEPCHPGFDAESYTFTVPRRHLERGRVLGRVNFEDC
TGRORTAYFSLDTRFKVGTDGVITVKRPLRFHNPQIHFLVYAWDSTYRKESTKVTLNTVG
HHHRPPPHQASVSGIQAELLTFPNSSPGLRROQKRDWVIPPISCPENEKGPEFPKNLVQIKS
NKDKEGKVEFYSITGQGADTPPVGVFIIERETGWLKVTEPLDRERIATYTLEFSHAVSSNGN
AVEDPMEILITVTDONDNKPEFTQEVEFKGSVMEGALPGTSVMEVTATDADDDVNTYNAAT
AYTILSQDPELPDKNMEFTINRNTGVISVVTTGLDRESFPTYTLVVQAADLQGEGLSTTAT
AVITVTDTNDNPPIFNPTTYKGOVPENEANVVITTLKVTDADAPNTPAWEAVYTILNDDG
GQEVVTTNPVNNDGILKTAKGLDFEAKQQYILHVAVTNVVPEFEVSLTTSTATVIVDVLDV
NEAPIFVPPEKRVEVSEDFGVGQEITSYTAQEPDTFMEQKITYRIWRDTANWLEINPDTG
ATSTRAELDREDFEHVKNSTYTALITATDNGSPVATGTGTLLLILSDVNDNAPIPEPRTI
FFCERNPKPQVINIIDADLPPNTSPFTAELTHGASANWTIQYNDPTQESIILKPKMALEV
GDYKINLKLMDNQONKDQVTTLEVSVCDCEGAAGVCRKAQPVEAGLQIPAILGILGGILAL
LILILLLLLFLRRRAVVKEPLLPPEDDTRDNVYYYDEEGGGEEDQDFDLSQLHRGLDARP
EVTRNDVAPTLMSVPRYLPRPANPDEIGNFIDENLKAADTDPTAPPYDSLLVEFDYEGSGS
EAASLSSLNSSESDKDQDYDYLNEWGNRFKKLADMYGGGEDD

>sp|P19022 |CADH2 HUMAN Cadherin-2 OS=Homo sapiens 0X=9606
GN=CDH2 PE=1 SV=4
MCRIAGALRTLLPLLAALLQASVEASGEIALCKTGFPEDVYSAVLSKDVHEGQPLLNVKFEFSNCN
GKRKVQYESSEPADFKVDEDGVYAVRSFPLSSEHAKFLIYAQDKETQEKWQVAVKLSLKPTLTE
ESVKESAEVEEIVFPRQFSKHSGHLQROKRDWVIPPINLPENSRGPFPQELVRIRSDRDKNLSL
RYSVTGPGADQPPTGIFIINPISGQLSVTKPLDREQIARFHLRAHAVDINGNQVENPIDIVINV
IDMNDNRPEFLHQVWNGTVPEGSKPGTYVMTVTAIDADDPNALNGMLRYRIVSQAPSTPSPNMF
TINNETGDIITVAAGLDREKVQQYTLITQATDMEGNPTYGLSNTATAVITVTDVNDNPPEFTAM
TEFYGEVPENRVDIIVANLTVTDKDOQPHTPAWNAVYRISGGDPTGRFAIQTDPNSNDGLVTVVKP
IDFETNRMEVLTVAAENQVPLAKGIQHPPQSTATVSVTVIDVNENPYFAPNPKIIRQEEGLHAG
TMLTTFTAQDPDRYMQONIRYTKLSDPANWLKIDPVNGQITTIAVLDRESPNVKNNIYNATFLA
SDNGIPPMSGTGTLQIYLLDINDNAPQVLPQEAETCETPDPNSINITALDYDIDPNAGPFAFDL
PLSPVTIKRNWTITRLNGDFAQLNLKIKFLEAGIYEVPIIITDSGNPPKSNISILRVKVCQCDS
NGDCTDVDRIVGAGLGTGAIIAILLCIIILLILVLMEFVVWMKRRDKERQAKQLLIDPEDDVRDN
ILKYDEEGGGEEDQDYDLSQLQQPDTVEPDAIKPVGIRRMDERPIHAEPQYPVRSAAPHPGDIG
DFINEGLKAADNDPTAPPYDSLLVEFDYEGSGSTAGSLSSLNSSSSGGEQDYDYLNDWGPRFKKL
ADM YGGGDD

>sp|P08670|VIME HUMAN Vimentin OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=VIM
PE=1 SV=4

MSTRSVSSSSYRRMFGGPGTASRPSSSRSYVTITSTRTYSLGSALRPSTSRSLYASSPGGV
YATRSSAVRLRSSVPGVRLLODSVDFSLADAINTEFKNTRTNEKVELQELNDRFANYIDK
VRFLEQONKILLAELEQLKGQGKSRLGDLYEEEMRELRRQVDQLTNDKARVEVERDNLAE
DIMRLREKLOQEEMLOREEAENTLOQSFRQOQDVDNASLARLDLERKVESLOQEETAFLKKLHEE
EIQELOAQIQEQHVQIDVDVSKPDLTAALRDVROQOYESVAAKNLOQEAEEWYKSKFADLSE
AANRNNDALRQAKQESTEYRRQVQSLTCEVDALKGTNESLEROQMREMEENFAVEAANYQD
TIGRLODETONMKEEMARHLREYQDLLNVKMALDIETATYRKLLEGEESRISLPLPNESS
ILNLRETNLDSLPLVDTHSKRTLLIKTVETRDGQVINETSQHHDDLE
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>sp|Q9Y613 | FHOD1 HUMAN FH1/FH2 domain-containing protein 1
OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=FHOD1l PE=1 SV=3

MAGGEDRGDGEPVSVVTVRVQYLEDTDPFACANFPEPRRAPTCSLDGALPLGAQIPAVHR
LLGAPLKLEDCALQVSPSGYYLDTELSLEEQREMLEGFYEEISKGRKPTLILRTQLSVRV
NAILEKLYSSSGPELRRSLESLKQIFQEDKDLVPEFVHSEGLSCLIRVGAAADHNYQSYT
LRALGQLMLEFVDGMLGVVAHSDTIQWLYTLCASLSRLVVKTALKLLLVEVEYSENNAPLE
IRAVNSVASTTGAPPWANLVSILEEKNGADPELLVYTVTLINKTLAALPDODSEFYDVTDA
LEQOGMEALVQRHLGTAGTDVDLRTQLVLYENALKLEDGDIEEAPGAGGRRERRKPSSEE
GKRSRRSLEGGGCPARAPEPGPTGPASPVGPTSSTGPALLTGPASSPVGPPSGLQASVNL
FPTISVAPSADTSSERSIYKARFLENVAAAETEKQVALAQGRAETLAGAMPNEAGGHPDA
ROLWDSPETAPAARTPQSPAPCVLLRAQRSLAPEPKEPLIPASPKAEPIWELPTRAPRLS
IGDLDFSDLGEDEDODMLNVESVEAGKDIPAPSPPLPLLSGVPPPPPLPPPPPIKGPFPP
PPPLPLAAPLPHSVPDSSALPTKRKTVKLEWRELKLAGGHGVSASRFGPCATLWASLDPV
SVDTARLEHLFESRAKEVLPSKKAGEGRRTMTTVLDPKRSNAINIGLTTLPPVHVIKAAL
LNFDEFAVSKDGIEKLLTMMPTEEERQKIEEAQLANPDIPLGPAENFLMTLASIGGLAAR
LOLWAFKLDYDSMEREIAEPLEFDLKVGMEQLVONATFRCILATLLAVGNFLNGSQSSGFE
LSYLEKVSEVKDTVRRQSLLHHLCSLVLQTRPESSDLYSEIPALTRCAKVDFEQLTENLG
QLERRSRAAEESLRSLAKHELAPALRARLTHFLDQCARRVAMLRIVHRRVCNRFHAFLLY
LGYTPQAAREVRIMOQFCHTLREFALEYRTCRERVLOOQOKQATYRERNKTRGRMITETEK
FSGVAGEAPSNPSVPVAVSSGPGRGDADSHASMKSLLTSRPEDTTHNRRSRGMVQSSSPI
MPTVGPSTASPEEPPGSSLPSDTSDEIMDLLVQSVTKSSPRALAARERKRSRGNRKSLRR
TLKSGLGDDLVQALGLSKGPGLEV

>sp|P27986 | PB5A HUMAN Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory
subunit alpha OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PIK3R1l PE=1 SV=2

MSAEGYQYRALYDYKKEREEDIDLHLGDILTVNKGSLVALGFSDGQEARPEETIGWLNGYN
ETTGERGDEFPGTYVEYIGRKKISPPTPKPRPPRPLPVAPGSSKTEADVEQQALTLPDLAE
QFAPPDIAPPLLIKLVEATEKKGLECSTLYRTQSSSNLAELRQLLDCDTPSVDLEMIDVH
VLADAFKRYLLDLPNPVIPAAVYSEMISLAPEVQSSEEYIQLLKKLIRSPSIPHQYWLTL
OYLLKHFFKLSQTSSKNLLNARVLSEIFSPMLERFSAASSDNTENLIKVIEILISTEWNE
ROPAPALPPKPPKPTTVANNGMNNNMSLODAEWYWGDISREEVNEKLRDTADGTFLVRDA
STKMHGDYTLTLRKGGNNKLIKIFHRDGKYGEFSDPLTFSSVVELINHYRNESLAQYNPKL
DVKLLYPVSKYQQODQVVKEDNIEAVGKKLHEYNTQFQEKSREYDRLYEEYTRTSQEIQMK
RTATEAFNETIKIFEEQCQTQERYSKEYIEKFKREGNEKEIQRIMHNYDKLKSRISEIID
SRRRLEEDLKKQAAEYREIDKRMNSIKPDLIQLRKTRDQYLMWLTOKGVROKKLNEWLGN
ENTEDQYSLVEDDEDLPHHDEKTWNVGS SNRNKAENLLRGKRDGTEFLVRESSKQGCYACS
VVVDGEVKHCVINKTATGYGFAEPYNLYSSLKELVLHYQHTSLVOQHNDSLNVTLAYPVYA
QORR
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>sp|Q13330|MTA1l_HUMAN Metastasis-associated protein MTAl OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=MTAl PE=1 SV=2

MAANMYRVGDYVYFENSSSNPYLIRRIEELNKTANGNVEAKVVCEFYRRRDISSTLIALAD
KHATLSVCYKAGPGADNGEEGEIEEEMENPEMVDLPEKLKHQLRHRELFLSRQLESLPAT
HIRGKCSVTLLNETESLKSYLEREDFEFEFYSLVYDPQOKTLLADKGEIRVGNRYQADITDL
LKEGEEDGRDQSRLETQVWEAHNPLTDKQIDQFLVVARSVGTFARALDCSSSVRQPSLHM
SAAAASRDITLFHAMDTLHKNIYDISKAISALVPQGGPVLCRDEMEEWSASEANLEFEEAL
EKYGKDFTDIQODFLPWKSLTSIIEYYYMWKTTDRYVQOKRLKAAEAESKLKQVYIPNYN
KPNPNQISVNNVKAGVVNGTGAPGOSPGAGRACESCYTTQOSYQWYSWGPPNMQCRLCASC
WTYWKKYGGLKMPTRLDGERPGPNRSNMSPHGLPARSSGSPKEFAMKTROQAFYLHTTKLTR
IARRLCREILRPWHAARHPYLPINSAATIKAECTARLPEASQSPLVLKQAVRKPLEAVLRY
LETHPRPPKPDPVKSVSSVLSSLTPAKVAPVINNGSPTILGKRSYEQHNGVDGNMKKRLL
MPSRGLANHGQARHMGPSRNLLLNGKSYPTKVRLIRGGSLPPVKRRRMNWIDAPDDVEYM
ATEETRKIRKLLSSSETKRAARRPYKPIALROSQALPPRPPPPAPVNDEPIVIED

>sp|P15311|EZRI_HUMAN ezrina OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=EZR PE=1
Ssv=4

MPKPINVRVTTMDAELEFATIQPNTTGKQLFDQVVKTIGLREVWYFGLHYVDNKGEPTWLK
LDKKVSAQEVRKENPLOQFKFRAKFYPEDVAEELIQDITQKLFFLQVKEGILSDEIYCPPE
TAVLLGSYAVQAKFGDYNKEVHKSGYLSSERLIPQRVMDOHKLTRDOWEDRIQVWHAEHR
GMLKDNAMLEYLKIAQDLEMYGINYFEIKNKKGTDLWLGVDALGLNIYEKDDKLTPKIGE
PWSEIRNISENDKKFVIKPIDKKAPDEVEYAPRLRINKRILQOLCMGNHELYMRRRKPDTI
EVOOMKAQAREEKHQKQLERQOLETEKKRRETVEREKEQMMREKEELMLRLODYEEKTKK
AERELSEQIQRALQLEEERKRAQEEAERLEADRMAALRAKEELERQAVDQIKSQEQLAAE
LAEYTAKIALLEEARRRKEDEVEEWQHRAKEAQDDLVKTKEELHLVMTAPPPPPPPVYEP
VSYHVQESLODEGAEPTGYSAELSSEGIRDDRNEEKRITEAEKNERVOROLLTLSSELSQ
ARDENKRTHNDIIHNENMROQGRDKYKTLRQIRQGNTKQRIDEFEAL

>sp| 095863 | SNAI1 HUMAN Zinc finger protein SNAI1l OS=Homo sapiens
O0X=9606 GN=SNAI1l PE=1 SV=2

MPRSFLVRKPSDPNRKPNYSELQODSNPEFTFOQQOPYDQAHLLAATIPPPEILNPTASLPMLI
WDSVLAPQAQPTIAWASLRLOESPRVAELTSLSDEDSGKGSQPPSPPSPAPSSESSTSVSS
LEAEAYAAFPGLGQVPKQLAQLSEAKDLOARKAFNCKYCNKEYLSLGALKMHIRSHTLPC
VCGTCGKAFSRPWLLOQGHVRTHTGEKPEFSCPHCSRAFADRSNLRAHLOQTHSDVKKYQCQA
CARTFSRMSLLHKHQESGCSGCPR

Figura S2. Secuencia proteica de fibronectina, E-cadherina, N-cadherina,
vimentina, FHOD1, p85, MTA1 ezrina y SNAI1. Los motivos de prolina consecutivos
estan marcados en rojo en las secuencias.
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