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Generacion de un modelo de silenciamiento del gen HDAC1
RESUMEN

En las ultimas décadas se han aportado multiples evidencias que demuestran que el cancer no es
s6lo una enfermedad de caracter genético, sino que los mecanismos epigenéticos también son
esenciales para regular diversos aspectos de la biologia de este conjunto de enfermedades. De hecho,
en el Ultimo ano, la reprogramacion epigenética no mutacional se ha establecido como un nuevo
hallmark del cancer. En este contexto, un aspecto esencial es la remodelacion de la cromatina, que se
produce principalmente por modificaciones covalentes de las histonas, como la metilacién o la
acetilacién. La acetilacién es un proceso reversible controlado por las histonas acetiltransferasas
(HATSs) y las histonas deacetilasas (HDACs). Ademas, diversos estudios han relacionado alteraciones en
el proceso de acetilacién, junto con una sobreexpresion de las HDACs, con el desarrollo y la progresion
del céncer. Por ello, los moduladores epigenéticos constituyen una diana muy investigada para el
desarrollo de farmacos. Un ejemplo son los inhibidores de las HDACs (iHDACs), que han demostrado
ser efectivos para el tratamiento de numerosos tipos de cdncer. Sin embargo, presentan ciertas
limitaciones, entre las que se encuentra su limitada eficacia en tumores sélidos asi como efectos
adversos severos y perfiles téxicos. En este sentido, el estudio de los cambios en la seializacion celular
directamente relacionados con variaciones en la actividad de distintas HDACs podria ayudar a
comprender mejor los mecanismos de accidén de este tipo de tratamientos y a la identificacion de
nuevas potenciales dianas terapéuticas.

El objetivo principal planteado en este trabajo ha sido el estudio de posibles rutas de sefializacién
reguladas por HDAC1 en cancer. Para ello, se generé un modelo de silenciamiento de dicho gen
mediante infeccion lentiviral para poder analizar el efecto de la inhibicién de HDACI sobre reguladores
oncogénicos celulares, entre los que destaca PTEN por su papel como supresor tumoral.

Tras la infeccidn, se validé el efecto del silenciamiento sobre los niveles de ARNm y proteina con el
fin de confirmar una disminucion significativa de los niveles de HDAC1 en el modelo generado. Este
modelo ha permitido determinar que el efecto del silenciamiento de HDAC1 sobre PTEN no se produce
a nivel transcripcional, sino a nivel postraduccional. Los resultados obtenidos sugieren que la diferencia
observada en los niveles de proteina de PTEN tras el silenciamiento podrian estar provocados por una
alteracién sobre alguna modificacion postraduccional, especificamente con la regulacién de la
acetilacién por HDAC1. Con el objetivo de confirmar esta hipodtesis, se evalud si se producia un
aumento de los niveles totales de acetilacion tras el silenciamiento de HDACI. Los resultados
mostraron que, a nivel celular, el silenciamiento de HDAC1 provoca un aumento en los niveles de
acetilacién total. Seran necesarios futuros experimentos para poder determinar si los cambios en los
niveles de PTEN son debidos a diferencias en la acetilaciéon de PTEN y, en todo caso, si esos cambios
en los niveles de acetilacion pueden afectar a la actividad, localizacion subcelular y/o estabilidad de la
proteina.

Este trabajo se relaciona con los siguientes ODS de la Agenda 2030: ODS 3. Salud y Bienestar.
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Sefializacién oncogénica
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Generation of a gene silencing model for HDAC1
ABSTRACT

In the last decades, considerable evidence has been shown that cancer is not only a genetic disease
but that epigenetic mechanisms are also essential to regulate many characteristics of the biology of
this set of diseases. In fact, last year, non-mutational epigenetic reprogramming established itself as a
new hallmark of cancer. In this context, a key aspect is chromatin remodeling, which occurs mainly by
covalent modifications of histones, such as methylation or acetylation. Acetylation is a reversible
process controlled by histones acetyltransferases (HATs) and histones deacetylases (HDACs). Besides,
several studies have linked alterations in the acetylation process, alongside an overexpression of
HDACs, to the development and progression of cancer. Therefore, epigenetic modulators are a highly
investigated target for drug development. One example is HDAC inhibitors (HDACi), which have been
shown to be effective in treating numerous types of cancer. Nonetheless, they have certain limitations,
including limited efficacy against solid tumors and severe adverse effects and toxic profiles. In this
regard, studying changes in cell signaling directly related to variations in the activity of different HDACs
could help better understand the mechanisms of action of this type of treatment and identify new
potential therapeutic targets.

The main aim of this work has been the study of possible signaling pathways regulated by HDAC1
in cancer. For this purpose, a silencing model of this gene was generated by lentiviral infection to
analyze the effect of HDACI inhibition on cellular oncogenic regulators, among which PTEN stands out
for its role as a tumor suppressor.

After the infection, the effect of silencing on mRNA and protein levels was validated to confirm a
significant decrease in HDAC1 levels in the generated model. This model has allowed us to determine
that the effect of HDACI silencing on PTEN does not occur at a transcriptional level but at the
posttranslational level. These results suggest that the difference in PTEN protein levels after silencing
could be caused by an alteration in some posttranslational modification, specifically with the
regulation of acetylation by HDAC1. In order to confirm this hypothesis, we evaluated whether there
was an increase in total acetylation levels after HDACI1 silencing. The results showed that, at the cellular
level, HDACI silencing causes an increase in total acetylation levels. Further experiments will be
necessary to determine whether the changes in PTEN levels are due to differences in PTEN acetylation
and, if so, whether these changes in acetylation levels can affect the protein’s activity, subcellular
localization, and stability.

This work relates to the 2030 Agenda’s SDG 3: good health and well-being.

Keywords: Cancer; Drug development; Histone deacetylase 1 (HDAC1); Lentiviral infection; Oncogenic
signaling
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1. INTRODUCCION

El cancer surge como consecuencia de una serie de alteraciones producidas en el ADN de las células
y engloba mds de cien enfermedades diferentes, que presentan diferentes factores de riesgo y
caracteristicas epidemioldgicas. Ademas, la transformacion maligna de las células se puede originar en
la mayoria de los tipos celulares y dérganos del cuerpo, y se caracterizan por un crecimiento y
proliferacién descontrolada de estas, asi como la adquisicion de la capacidad de invasidn de los limites

normales de los tejidos.

1.1. CONTEXTO EPIDEMIOLOGICO ACTUAL DEL CANCER

En base a los datos proporcionados por la Organizacién Mundial de la Salud, el cancer y las
patologias cardiovasculares lideran las principales causas de muerte en la poblacién menor de 70 aios
en todo el mundo. Con relacidn al cancer, en el afo 2020 se estimaron 19.3 millones de nuevos casos
y 10 millones de muertes en todo el mundo. Considerando ambos sexos en la poblacién mundial, el
cancer mas frecuentemente diagnosticado es el de mama, seguido por el de pulmdn, colorrectal,
prostata y estémago (Figura 1). En general, el rapido crecimiento de la incidencia global del cancer en
las ultimas décadas se refleja tanto en el crecimiento y envejecimiento de la poblacién, como en los
cambios de prevalencia y distribucion de los principales factores de riesgo del cancer, algunos de los

cuales estan asociados con el diferente desarrollo socioeconémico de los paises (Sung et al., 2021).

Mama
Pulmén
Colorrectal
Préstata
Estémago
Higado
Cuello uterino

Es6fago

Tiroides 1 'i Incidencia
Vejiga A . Mortalidad
0 400 000 800 000 1200000 15600 000 2000000 2400 000

Numero de personas afectadas

Figura 1. Numero estimado de casos incidentes y defunciones por cancer a nivel mundial en 2020. Orden creciente de los
tipos de cadncer mas incidentes en ambos sexos, en la poblacién mundial (se consideran todas las edades). Fuente:
GLOBOCAN 2020

La exposicion a factores de riesgo desempefia un papel fundamental en la biologia y en el impacto
de muchos tipos de cancer. Estos se pueden clasificar en tres grandes grupos: riesgos de conducta,
riesgos metabdlicos y aquellos asociados al ambiente y/o al entorno de trabajo (Tran et al., 2022).

Entre ellos se encuentran el consumo de sustancias nocivas, como el tabacoy el alcohol; el seguimiento


https://gco.iarc.fr/
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de una dieta inadecuada vy la inactividad fisica, que pueden resultar en un elevado indice de masa
corporal y obesidad; contaminacién atmosférica y exposicion a carcindgenos, etc. (Vineis y Wild, 2014).
Sin embargo, es importante tener en cuenta que la distribucién de estos factores varia, entre otras
cosas, segun el sexo y la localizaciéon geogréfica de la poblacién, lo que también contribuye a la

variacion en la incidencia del cancer.

A pesar de estas estadisticas, los avances en investigacidon en el ambito oncoldgico en las ultimas
décadas han propiciado grandes mejoras en la prevencion, la deteccién temprana y el tratamiento del
cancer. Este progreso se ha reflejado en un descenso continuado de las tasas globales de mortalidad
por cdncer y en aumentos graduales de la supervivencia desde 1991, lo que se traduce en un descenso
global del 32% vy, aproximadamente, 3.5 millones de fallecimientos evitados a partir de 2019 (Henley
et al., 2020; Siegel et al., 2022). Estos resultados se pueden atribuir, en parte, a la disminucion de la
prevalencia de ciertos factores de riesgo modificables, como el habito tabaquico, el alcoholismo o la
inactividad fisica. Sin embargo, el rapido desarrollo y la evolucién continua de las terapias dirigidas, las
inmunoterapias y la medicina personalizada y de precision han conseguido generar un impacto
significativo en el abordaje de diversos tipos de cancer. Se ha logrado asi la transformacién del
panorama actual de tratamiento de estas enfermedades, incluidas aquellas que, histéricamente,

presentaban una baja supervivencia en estadios mas avanzados.

Es fundamental considerar que, a pesar de los hitos mas relevantes de los ultimos afos sobre el
tratamiento del cdncer, que han contribuido a disminuir la mortalidad y tener un mejor prondstico de
la enfermedad, el cancer sigue siendo un desafio global en constante crecimiento y de distribucién
heterogénea. Asumiendo que las tasas nacionales estimadas en 2020 se mantengan constantes, se
espera un aumento del 47% de incidencia de casos de cancer (Sung et al., 2021). Por ello, sigue siendo
necesario generar mas conocimiento acerca de los diversos tipos de neoplasias y desarrollar nuevas
terapias mas especificas junto con biomarcadores predictivos que faciliten el abordaje de estas

enfermedades tan complejas.

1.1.1. Bases moleculares del cancer

El proceso de carcinogénesis engloba una serie de caracteristicas que adquieren las células sanas a
medida que evolucionan progresivamente hacia un estado neoplasico, y que son cruciales para su
transformacion maligna y la adopcion de un fenotipo tumoral. Hace mas de una década, Douglas
Hanahan y Robert A. Weinberg enumeraron los elementos comunes que unian a todos los tipos de
células cancerosas a nivel de fenotipo celular (Hanahan y Weinberg, 2000, 2011). La intencién era

proporcionar un marco conceptual que permitiese definir y analizar los complejos fenotipos de los
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diversos tipos y variantes de tumores humanos. Se propusieron diez propiedades distintivas y
complementarias que permiten al tumor progresar y derivar en metdstasis; los conocidos 10 Hallmarks
of Cancer (Figura 2A), entre los que se encuentra el mantenimiento de la sefial proliferativa y la

inestabilidad gendmica.

En general, los genes relacionados con el inicio y el desarrollo de un tumor se pueden clasificar en
dos grandes grupos: los protooncogenes y los genes supresores de tumores (GSTs). Los productos de
los protooncogenes estan implicados en promover la progresién del ciclo celular y en la inhibicién de
procesos como la senescencia y la apoptosis, contribuyendo asi al crecimiento celular (Wang et al.,
2019). Por tanto, alteraciones en este tipo de genes, que se producen principalmente por
traslocaciones cromosémicas, amplificaciones génicas o mutaciones puntuales (missense mutations),
resultan en su transformacién a oncogenes (Vogelstein y Kinzler, 2004). Estas modificaciones en los
oncogenes conducen a su activacién constitutiva o que el gen sea activo en condiciones en las que su
variante wild type no lo es, lo que tendrd consecuencias directas sobre la regulaciéon de vias de
sefializacidén relacionadas con la proliferacion y supervivencia de la célula. Los GSTs, por otro lado, son
genes cuyas funciones principales se centran en mantener la integridad del genoma y en la regulacion
negativa del ciclo celular para evitar una proliferacién descontrolada de células con dafios en el ADN.
En este caso, alteraciones gendmicas en los genes supresores de tumores reducen su actividad. Dichas
inactivaciones surgen de mutaciones missense en residuos esenciales para su funcion, de mutaciones
gue dan lugar a una proteina truncada, de deleciones o inserciones de varios tamafio, o de cambios en

la pauta de lectura.

No obstante, dada la importancia de estas propiedades en el desarrollo de tratamientos
oncolégicos y el continuo interés por alcanzar un mayor conocimiento sobre el cancer, se ha
cuestionado durante afios si existen caracteristicas adicionales de este modelo conceptual. En 2022 se
publicé un articulo de revisidén que incorpora otros rasgos distintivos emergentes (Hanahan, 2022),

entre los que se encuentra la reprogramacioén epigenética no mutacional (Figura 2B).

1.1.2. Regulacion epigenética

La epigenética se refiere a los cambios heredables y reversibles en la expresién y funcion de los
genes que no estan directamente implicados con alteraciones en la secuencia del ADN (John y
Rougeulle, 2018). Estos cambios epigenéticos se ven, en parte, influenciados por factores ambientales
y pueden tener un impacto significativo en las caracteristicas funcionales y morfoldgicas de las células,
asi como en el desarrollo y la fisiologia de un organismo. Se ha descrito que estos mecanismos

epigenéticos, dado su importante papel en el correcto funcionamiento celular, también estdn
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Figura 2. Los hallmarks del cancer. A) Propiedades distintivas generales del cdncer aceptadas hasta el momento, incluyendo
la reprogramacién del metabolismo energético y la evasién del sistema inmune propuestas en 2022, necesarias para el
desarrollo tumoral y B) rasgos distintos emergentes propuestos en 2022 relacionados con el desbloqueo de la plasticidad
fenotipica, los microbiomas polimérficos, la senescencia celular y la reprogramacion epigenética no mutacional. Imagen
obtenida y traducida de Hanahan, 2022.
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ampliamente implicados en muchas enfermedades humanas, incluyendo el cancer (Casado-Pelaez et

al.,, 2022; Kelly et al., 2010).

En este ambito, uno de los mecanismos epigenéticos mas estudiados es la metilacion del ADN. Este
proceso, catalizado por las DNMTs (DNA metiltransferasas), consiste en la adicién covalente de un
grupo metilo (-CHs) a las citosinas presentes en los dinucledtidos CpG (Citosina — Fosfato — Guanina).
La metilacion del ADN regula importantes procesos bioldgicos en el genoma celular, como la
transcripcion génica y, por ello, se ha evaluado su papel en la carcinogénesis. El cancer se caracteriza
por una hipometilacién global de los promotores de los oncogenes, que resulta en su activacion.
Ademas también se ha descrito que la inhibicidn de la expresion de varios GSTs es consecuencia de
una hipermetilacion de sus promotores situados en las denominadas islas CpGs (Miranda Furtado et

al., 2019).

Otro aspecto fundamental de la regulacién epigenética es la remodelacién de la cromatina, que se
produce principalmente por modificaciones covalentes de las histonas. Las histonas son el
componente central de los nucleosomas, formando un octdmero que contiene las cuatro histonas
principales (H2A, H2B, H3 y H4) alrededor del cual se envuelve un segmento de ADN de,
aproximadamente, 147 pares de bases. Cada histona posee un extremo amino-terminal (N-terminal)
con una gran densidad de residuos aminoacidicos basicos, como lisina y arginina, que son susceptibles
de modificaciones postraduccionales, como la acetilacién (Audia y Campbell, 2016; Lane y Chabner,
2009). La acetilacidn de las histonas, producida en el grupo e-amino del residuo K interno cercano a la

cola N-terminal, es una reaccidn catalizada por las histonas acetiltransferasas (HATs). La adicién de un
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grupo acetilo neutraliza la carga positiva de este aminoacido, lo que debilita la interaccion
electroestatica entre las histonas y la cadena del ADN, que esta cargada negativamente, y conlleva a
una conformacién de la cromatina abierta y activa (i. e., eucromatina) que favorece el acceso de la
magquinaria transcripcional a las regiones promotoras. No obstante, esta modificacion de las histonas
es reversible, por lo que su desacetilacién resulta en el efecto contrario, una conformacion de la
cromatina mds compacta (i. e., heterocromatina) y una represién de la transcripcién. Esta reaccién es

catalizada por las histonas deacetilasas (HDACs) (Neganova et al., 2022).

1.2. HISTONAS DEACETILASAS
1.2.1. Clasificacion y funciones

Hasta la fecha se han identificado 18 miembros de histonas deacetilasas humanas, que se agrupan
en cuatro clases diferentes en funcién de sus caracteristicas, expresién y similitud de secuencia (Tabla
1). Las HDACs de clase | se encuentran mayormente en el nucleo y se expresan de forma ubicua
(Mariadason, 2008). Por otro lado, los miembros de clase Il se dividen en dos subgrupos: clase llay llb.
Aunque comparten caracteristicas en el dominio catalitico, su expresion varia segin el compartimento
celular, siendo mas abundantes las de clase llb en el citoplasma (Yoon y Eom, 2016). La HDAC11 es el
Unico miembro de la clase IV y comparte algunas propiedades con el dominio catalitico de los
miembros de la clase | y Il, aunque su funcién ha sido poco estudiada hasta el momento (Neganova et
al., 2022). Estas tres clases mencionadas se caracterizan por presentar dominios cataliticos
dependientes de zinc (Zn). En cambio, las HDACs de clase lll, también denominadas sirtuinas (SIRT), se
componen por siete miembros y no contienen Zn en su sitio activo, sino que su actividad es

dependiente del dinucléotido de nicotinamida y adenina (Mariadason, 2008).

Tabla 1. Clasificacion de las HDACs, localizacion celular, dominio catalitico y perfil de expresién.

Clase Miembros Compartimento celular Dominio catalitico Expresion
HDAC1, HDAC2, HDAC3
7 ’ 7 2+ . .

| HDACS Nuclear Zn?* dependiente Ubicua
HDAC4, HDACS, HDACS, , . 24 . e ..

1l HDAC7, HDACO, HDACLO Nucleo y citoplasma Zn** dependiente Especifica de tejido

n SIRT 1-7 Variable NAD* dependiente Variable

v HDAC11 Nucleo y citoplasma Zn?* dependiente Ubicua

Abreviaciones: HDAC, histona deacetilasa; NAD; dinucleétido de nicotinamida y adenina; SIRT, sirtuina; Zn, zinc
Desde un punto de vista funcional, las HDACs regulan la expresion génica principalmente mediante
dos mecanismos. En primer lugar, dado que las histonas deacetilasas no se unen directamente al ADN,
suelen formar parte de complejos correpresores de la transcripcion de alto peso molecular que son
reclutados por factores de transcripcion especificos de secuencia hacia las regiones promotoras de los

genes, donde desacetilan residuos de lisina especifico de las histonas. Por ejemplo, las HDACs 1y 2
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forman parte del complejo NuRD (de sus siglas en inglés Nucleosome Remodeling and Deacetylase),
cuya funcidn, entre otras, esta relacionada con la progresion del ciclo celular o la proliferacién (Basta
y Rauchman, 2015). Por otro lado, también se ha descrito que estos enzimas pueden regular las
funciones de numerosas proteinas no histdnicas, como los factores de transcripcion, la a-tubulina de
los microtlibulos y la proteina p53, entre otras (Montero et al., 2009). Por tanto, un segundo
mecanismo de regulacién es mediante la catalisis de la desacetilacién de factores de transcripcion
especificos de secuencia que se unen al ADN. En consecuencia, disminuye la afinidad entre estos
factores y el ADN y la transcripcién de dicho gen se ve reducida. Un ejemplo de ello es |la desacetilacion
de la proteina p53 por HDAC1, que favorece su posterior ubiquitinacion por Mdm2 (de sus siglas en
inglés Murine doble minute 2) para permitir una inactivacion y degradacién de p53 eficaz (Ito et al.,

2002).

Dado que estos enzimas tienen un papel muy importante en la regulacidn transcripcional, su
actividad e interaccién con diversas proteinas se puede relacionar con numerosos procesos y funciones
celulares. Entre ellas se encuentra la regulacién del ciclo celular, el metabolismo, la apoptosis, la
senescencia o la angiogénesis (Figura 3). Ademas, recientemente se ha descrito que la HDAC3 participa
en el proceso de reparacién por escisidon de nucleétidos tras un dafio por radiacion ultravioleta en el

ADN (Nishimoto et al., 2020).

Regulacion del
ciclo celular y
la proliferacion

Reparacion
— dedaiiodel
ADN
T m Sustratos
~~ no
histonicos A tosi
l l l ' . poptosis

Procesos de
senescencia

Sustratos no
~> histonicos
citoplasmaticos

Citoplasma

Regulacion
metabélica

Figura 3. Representacion esquemadtica de las funciones celulares relacionadas con la actividad de las HDACs. Las HDACs
que se encuentran en el nucleo pueden actuar directamente sobre las histonas, como subunidad de complejos mayores, o
sobre sustratos no histénicos, como factores de transcripcion. De ambas formas, su actividad reside en la regulacién de la
transcripcion y la expresidon génica. Por otro lado, algunos miembros de la familia de las HDACs pueden actuar en el
citoplasma sobre otras proteinas, desacetilandolas y cambiando su estabilidad en esta localizacion subcelular. En
consecuencia, las HDACs se han relacionado con multiples funciones celulares, como la regulacién del ciclo celular o del
metabolismo, la reparacion del dafio en el ADN, la apoptosis o la senescencia celular. Imagen creada en BioRender.com

Considerando la importancia de la actividad de estos enzimas en la regulacién de la transcripcién y

en la expresion génica, se ha descrito en diversos estudios que una desregulacidn de las actividades de
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los enzimas HATs y HDACs, junto con una sobreexpresion general de las HDACs, es responsable del
desarrollo y la progresion de una amplia variedad de enfermedades, incluyendo el cancer (Audia y

Campbell, 2016).

1.2.2. Relacién de las HDACs con la carcinogénesis

Las histonas deacetilasas estan involucradas en multiples estadios del cdncer y una expresion
andémala de estas, sobre todo de las familias clasicas (clase I, Il y IV), se ha vinculado con una variedad
de tumores, tanto sélidos como hematoldgicos (Bondarev et al., 2021; Z. Li y Zhu, 2014). Ademas, en
muchos casos, una sobreexpresidén de estos enzimas se ha asociado con estadios avanzados de la
enfermedad y con un peor pronéstico de los pacientes (Hai et al., 2021). Por ejemplo, un aumento de
expresion de HDAC1, HDAC2 y HDAC3 se correlaciona con una disminucion de la supervivencia de
pacientes con tumores gastricos y de ovario (Weichert et al., 2008a; Weichert et al., 2008b), y niveles
elevados de HDAC8 en neuroblastoma se relacionan con una enfermedad mds avanzada y una
probabilidad de supervivencia menor (Oehme et al., 2009). Por otro lado, en un estudio llevado a cabo
por Milde et al. (2010) se demostrd que las histonas deacetilasas 5 y 9 estaban involucradas en el
crecimiento y proliferacion de las células en meduloblastoma. Ademads, observaron que la
sobreexpresion de estos dos miembros de las HDACs se correlacionaba con un peor prondstico y
supervivencia de los pacientes y las propusieron como potenciales marcadores de prondstico para la

enfermedad, asi como posibles dianas terapéuticas.

Igualmente, varios estudios han descrito que estos enzimas también pueden regular la denominada
transicion epitelio-mesénquima (TEM) en algunos tipos de cancer. Una de las caracteristicas mas
importantes de esta transicidn es la disminucidn de los niveles de la proteina E-Cadherina, codificada
por el gen CDH1. Una investigacién realizada en 2009 (von Burstin et al., 2009) mostré que algunos
miembros de las histonas deacetilasas, como la HDAC1, forman parte de un complejo nuclear con
capacidad de inhibir la expresion de CDH1, causando una reduccién de E-Cadherina e induciendo

consecuentemente la TEM en un modelo celular de cancer de pancreas.

En particular, HDAC1 actia como un sensor ambiental, ya que es capaz de responder a estimulos
externos, como la isquemia o los factores de crecimiento, para regular la proliferacion, la angiogénesis
y la senescencia celular, entre otros procesos. Por tanto, en Ultima instancia, su actividad influye tanto
en la fisiologia, como en el desarrollo y la progresién de enfermedades como el cancer (Dunaway y

Pollock, 2022).

Se ha demostrado que HDAC1 se sobreexpresa en muchos tipos de cancer, como el de mama (Z.

Zhang et al., 2005), el de células renales (Fritzsche et al., 2008) y el linfoma de Hodgkin clasico (Adams
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et al., 2010), y su expresidn se asocia a menudo con peores caracteristicas clinicas y prondstico de los
pacientes. Ademas, en varios estudios se ha mostrado que este miembro de las HDACs también podria
estar implicado en la resistencia a multiples farmacos, ya que se observé una sobreexpresién en un
patrdon de células de neuroblastoma resistentes a la quimioterapia (Keshelava et al., 2007). Ademas,
en este contexto, la inhibicion de la HDAC1 contribuye a la sensibilidad al cisplatino en células de cancer

de ovario resistentes a este agente citotdxico (Liu et al., 2018).

Por todo ello, es importante destacar que la familia de las histonas deacetilasas desempana
numerosas funciones celulares y estan relacionadas con el inicio y la progresién de numerosos tipos
de cancer. Aun asi, su relacién con la tumorigénesis puede ser altamente dependiente de la clase y el
estadio del tumor y, hasta el momento, no se han podido describir todos los mecanismos moleculares
de interaccidn entre estas proteinas. Ademas, la contribucidn de estas enzimas en el cancer no siempre
estd necesariamente relacionada con el nivel de expresion de estas, ya que una actividad aberrante de

las HDACs también es comun en el desarrollo del cancer (Li y Seto, 2016).

Tras el analisis de algunas de las funciones de las HDACs y de su frecuente desregulacion en muchos
tipos de neoplasias, estos enzimas se establecieron como una potencial diana terapéutica para el
tratamiento del cancer. Por ello, desde hace varias décadas se han buscado y desarrollado moléculas
gue fueran capaces de inhibir la actividad o la expresién de las HDACs, constituyendo los denominados

inhibidores de las histonas deacetilasas (iHDACs).

1.3. INHIBIDORES DE LAS HDACs

Hasta el momento, la investigacién en el ambito de los iHDACs se ha centrado en el disefio y la
caracterizacién de moléculas, tanto naturales como sintéticas, dirigidas contra los miembros de las
familias clasicas de las histonas deacetilasas. Esto se debe a que todas las HDACs cldsicas presentan
una actividad deacetilasa Zn-dependiente, por lo que la unidn de los inhibidores al ion de Zn%, que
reside en el sitio activo de las enzimas, interfiere con la actividad de las HDACs, modulando asi su
funcién enzimatica (Li y Seto, 2016). En este ambito, se han desarrollado cinco clases principales de
iHDACs, que incluyen los acidos hidroxamicos, los tetrapéptidos ciclicos, los acidos carboxilicos de
cadena corta, las benzamidas y los derivados ceténicos (Rana et al., 2020). Todos estos grupos de
inhibidores se componen de un farmacéforo formado por un grupo de unién al zinc, una region linker
y un dominio de reconocimiento de superficie, que, a su vez, se puede dividir en una unidad de

conexion polary una region hidrofébica (Bertrand, 2010) (Figura 4).

Los inhibidores mas estudiados y utilizados hasta el momento son iHDACs de tipo no selectivo, que

tienen como diana todas las isoformas de las HDACs pertenecientes a las clases |, Il y 1V, siendo los
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Figura 4. Estructura del farmacéforo general utilizado en los inhibidores de las HDACs. El dominio de reconocimiento de
superficie, que interacciona con la parte externa de la molécula, un linker que facilita el acceso tubular al sitio activo y un
grupo de union al zinc que quela el ion Zn2* presente en el sitio activo de las histonas deacetilasas clasicas. Imagen creada
con BioRender.com

derivados de acidos hidroxdmicos los compuestos que han alcanzado un mayor éxito en las ultimas
décadas en cuanto al tratamiento del cancer. En 2006, la Administracién de Alimentos y Medicamentos
de Estados Unidos aprobd, por primera vez, un derivado del acido hidroxdmico como inhibidor
terapéutico de las histonas deacetilasas (Mann et al., 2007). El acido hidroxdmico suberoilanilida,
también denominado Vorinostat o SAHA, se aprobd para el tratamiento del linfoma cutdneo de células
T. Desde ese momento, se empezaron a desarrollar otros iHDACs, como el belinostat o el panobinostat,
gue actualmente se encuentran aprobados para el tratamiento del linfoma cutdneo periférico de
células T y mielomas multiples. Aunque los iHDACs han mostrado resultados favorables para el
tratamiento de neoplasias hematoldgicas, su eficacia sigue siendo reducida para el tratamiento de
tumores sdlidos (Rana et al., 2020). No obstante, recientes estudios preclinicos y clinicos han revelado
resultados prometedores, como el uso de entinostat, una benzamida, para el tratamiento de pacientes

con cancer de mama avanzado ER+ (Yeruva et al., 2018).

A pesar de que, en general, los iHDACs no selectivos han mostrado buenos resultados clinicos,
actualmente su uso se encuentra limitado por la aparicion de diversos efectos secundarios
relacionados con la falta de selectividad de estas moléculas. En consecuencia, estos iHDACs provocan
la alteracion de la actividad de multiples HDACs de forma simultanea, afectando la expresién de

numerosos genes y generando graves repercusiones en diversas funciones celulares esenciales.

Por todo ello, se inicid la busqueda o el desarrollo de nuevos inhibidores que fueran mas selectivos
Yy que tuvieran como diana Unicamente una isoforma de HDAC o todos los miembros dentro de una
misma clase. El desarrollo de estos iHDACs, aparte de poderse utilizar como una herramienta para la
elucidacion de las funciones individuales de cada miembro de las HDACs y su relacién con el cancer,
proporcionan una quimioterapia mas eficaz y con menos efectos adversos en comparacién con los
iHDACs no selectivos. Las mejoras en afinidad, potencia y selectividad se han conseguido
principalmente mediante modificaciones en el grupo de reconocimiento de superficie, dirigido a los
residuos que rodean el sitio activo de las HDACs (Gupta et al., 2012). No obstante, también se han
realizado otros avances en el disefio farmacolégico, como modificaciones en el linker o en otras

regiones de la estructura de los farmacos, que ha dado lugar al desarrollo de distintos iHDACs
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selectivos (Melesina et al., 2021). Un ejemplo de inhibidor selectivo es la romidepsina, cuya diana son
Unicamente los miembros de las HDACs de clase |, entre los que se encuentra la HDAC1, y que ha
mostrado resultados positivos en ensayos para el tratamiento del linfoma periférico de células T

(Smolewski y Robak, 2017).

1.3.1. Limitaciones actuales

En los ultimos 20 afios, mas de 30 iHDACs han sido objeto de estudio en diferentes ensayos clinicos;
sin embargo, hasta el momento, no mas del 20% de ellos han sido aprobados para su uso como agentes
guimioterapicos (Ho et al., 2020). A pesar de la investigacidn respecto al desarrollo y optimizacion de
estos farmacos, siguen existiendo limitaciones que impiden su traslacién a la clinica. En primer lugar,
la eficacia probada de los iHDACs se restringe mayormente a neoplasias hematoldgicas, mientras que
los resultados en los tumores sélidos han sido generalmente desfavorables (Li y Seto, 2016). Aunque
no se han descrito las razones exactas para estas diferencias, se han sugerido algunas causas, como
unas propiedades farmacocinéticas deficientes que resultan en una vida media del farmaco menor,

impidiendo su distribucién por los tumores sélidos.

Por otro lado, a pesar de que el desarrollo de inhibidores selectivos ha mejorado significativamente
el perfil de toxicidad de estos farmacos, sigue habiendo limitaciones en su uso, especialmente cuando
se administran en forma de monoterapia. Por ello, en la actualidad, algunos estudios se estan
enfocando en el uso de los iHDACs en combinacion con otros farmacos para el tratamiento de
diferentes neoplasias (Groh et al., 2015). No obstante, tal y como revelaron los resultados de un ensayo
de terapia combinada de erlotinib, un inhibidor de la regidn tirosina quinasa del receptor del factor de
crecimiento epidérmico, con entinostat para el tratamiento de pacientes con cancer de pulmén no
microcitico en estadio avanzado, no habia diferencias significativas ni mejoras al afiadir el iHDAC al
tratamiento (Witta et al., 2012). Por tanto, se vuelve crucial el descubrimiento de nuevos
biomarcadores predictivos antes de iniciar una terapia con iHDACs, ya que de esta forma se podrian
discriminar aquellos pacientes que no van a resultar beneficiados de esta combinacién, ahorrando asi

tanto el malestar de los pacientes como los recursos del tratamiento.

En resumen, resulta imprescindible llevar a cabo investigaciones adicionales para caracterizar todas
las funciones de las HDACs y su implicacidon en la carcinogénesis. Asimismo, la identificacion de otras
proteinas esenciales para la progresién tumoral que puedan estar reguladas por la actividad de las
HDACs proporcionaria una mejor comprension de los mecanismos subyacentes de estas
enfermedades, permitiendo asi identificar potenciales dianas terapéuticas para el desarrollo de nuevas

terapias dirigidas contra el cancer.
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2. OBIJETIVOS

En base a lo expuesto anteriormente se establecié el objetivo principal del presente trabajo:

e Estudio de posibles rutas de sefializacién reguladas por HDAC1 en cancer.
Ademas, para lograr este objetivo, se especificaron los siguientes subobjetivos:

e Generacién y validacion de un modelo de silenciamiento del gen HDACI.

e Andlisis del efecto de la inhibicion de HDAC1 sobre reguladores oncogénicos celulares.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. CULTIVOS CELULARES

Para llevar a cabo los experimentos de este proyecto se utilizaron dos lineas celulares diferentes:

HEK293T (Human Embryonic Kidney 293T) y HCT116, una linea de carcinoma colorrectal humano.

Las HEK293T se cultivaron con Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco), suplementado
con un 10 % de suero bovino fetal (SBF) y 100 U/mL de penicilina/estreptomicina (P/E). En cuanto al
cultivo de HCT116, se utilizé el medio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI, Gibco), también
suplementado con un 10 % de SBF y 100 U/mL de P/E. Ambas lineas celulares se incubaron bajo las
mismas condiciones: 37 °C en atmadsfera humedecida y un valor de CO; del 5 %. Ademas, el medio de
cultivo se cambiaba cada dos dias y el subcultivo se realizaba al alcanzar una confluencia aproximada

del 70 %.

3.2. INFECCION LENTIVIRAL
3.2.1. Plasmidos shRNA utilizados

El vector de expresion lentiviral utilizado en el ensayo de silenciamiento génico (knockdown) fue
pLKO.1 (Figura 5). Se obtuvo de la casa comercial Horizon (Cambridge, UK) en forma de glicerinado
(Escherichia coli DH50. en medio Lennox Broth 2x con un 8 % de glicerol y 100 pg/mL de ampicilina) y
se extrajo el plasmido tras un protocolo de purificacion de ADN plasmidico realizado previamente en
el laboratorio. Este vector se utilizdé como esqueleto para la insercion del resto de secuencias

candidatas de shRNAs (de sus siglas en inglés, short hairpin RNA) utilizadas en el proyecto. Ademas,

shRNA
7 0&3

human
U6 promoter

5.500

pLKO.1
7.1 kb

SV40 ori-

0007

RSV/S'LTR

005

Figura 5. Mapa del vector pLKO.1 utilizado como esqueleto para las distintas secuencias de shRNAs. Este vector contiene
genes de resistencia a la ampicilina (AmpR) y puromicina (PuroR) para la seleccion de bacterias y células eucariotas,
respectivamente. U6 es el promotor humano para la transcripcién del plasmido y shRNA indica el lugar de insercién de las
secuencias candidatas para el silenciamiento.
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contenia un gen de resistencia a la ampicilina (Amp®) y a la puromicina (PuroR) para la seleccién de

células bacterianas y las células HCT116 infectadas, respectivamente.

Las secuencias candidatas de shRNA dirigidas contra el ARN mensajero (ARNm) de HDACI se

detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de los shRNAs utilizados y la region del ARNm de HDAC1 a la que se dirigen.

ShRNA Identiﬁc’acién del Secuencia shRNA Region diana ARNm de
catalogo HDAC1
sh-C RHS6848 - -
sh-16 RHS3979-201737089 5’ ATTACTTTGGACATGACCGGC 3’ ORF
sh-18 RHS3979-201737091 5’ TAGAGACCATAGTTGAGCAGC 3’ 5’'UTR, ORF

3.2.2. Produccion de lentivirus

En primer lugar, para cada vector lentiviral, se cultivaron 1.5 x 10°® células HEK293T en placas Petri
de 100 mm, y se dejé incubando durante toda la noche (Figura 6A). Transcurridas 24 horas, los vectores
con los shRNAs junto con los plasmidos v-SVG, Gag/Pol y Rev se descongelaron en hielo. Para cada
vector lentiviral se realiz6 un mix de transfeccion con 544 L de DMEM sin suero y 24 plL de FUGENE,
se mezcld por inversidon y se incubd a temperatura ambiente durante cinco minutos. En paralelo, se
preparé un mix de ADN de 20 pL que contenia 0.4 pg de v-SVG, 3.7 ug de Gag/Pol, 3.7 ug de Revy 4.2
ug del vector shRNA, en agua estéril. Una vez pasado el tiempo, se agregé el mix de transfeccidn al mix
de ADN, se mezcld por inversion y se dejd incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Mientras tanto, se descartd el medio de las HEK293T y se reemplazd por 6 mL de DMEM completo.
Posteriormente, cada mix de transfeccion se adiciond, gota a gota, y las células se incubaron a 37 °Cy

un 5% de CO,. Tras 7 horas de incubacién, se desechd el medio y se cambié por 8 mL de DMEM fresco.

3.2.3. Infeccidn celular

El procedimiento de infeccion se ilustra en la Figura 6B. Dos dias antes de la infeccidn, las células
HCT116 se cultivaron en una placa de seis pocillos (35 mm) a una densidad de 150.000 células por

pocillo con el fin de alcanzar una confluencia del 80-90 %.

Pasados los dos dias, se recogié el medio de cultivo en el que se encontraban las particulas
lentivirales producidas tras la infeccién. Para ello, se filtré el medio de las HEK293T utilizando un filtro
de 0.45 um de tamafio de poro y se centrifugd a 300 g durante 3 minutos. Posteriormente, se aspird
el medio de las células HCT116 y se reemplazé por 2 mL del medio filtrado con una concentracién final
de 4 ug/mL del reactivo de infeccion (Polibreno). Tras 8 horas de incubacidn, se descarté el medioy se

reemplazo por RPMI completo.
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Figura 6. Esquema del protocolo de infeccion lentiviral. La linea celular HEK293T A) se transfecta con los pldsmidos de
empaquetamiento lentiviral y los distintos vectores shRNA para la produccién de los lentivirus de interés que se utilizaran
para B) infectar la linea HCT116, el modelo celular de interés. Imagen creada con BioRender.com

Finalmente, 24 horas después de la infeccidn, se seleccionaron las células afiadiendo RPMI fresco
con una concentracion final de puromicina de 1 pg/mL. Los resultados completos de seleccidn se

observaron tres dias después de adicionar el medio suplementado con puromicina.

3.3. EXTRACCION DE PROTEINAS
3.3.1. Extraccion de proteinas totales

Para llevar a cabo la extraccion de proteinas totales se sembraron 1.5 x 10° células en placas de 100
mm. Pasadas 48 horas, se descartd el medio y se lavaron las placas con PBS (de sus siglas en inglés
Phosphate-Buffered Saline) 1X frio. La extraccion de proteinas se llevé a cabo afiadiendo 150 plL de un
tampdn de lisis a cada placa y se levantaron las células utilizando raspadores celulares. El tampdn de
lisis en 1 mL de RIPA (de sus siglas en inglés Radioimmunoprecipitation) buffer contenia 25 mM de [3-
glicol, ImM de ditiotreitol (DTT), 1mg/mL de leupeptina, 20 mM de fluoruro de metilsulfonilo, 100 uM
de caliculina, 500mM de ortovanadato sddico y 4 uM de pepstatina. Los lisados obtenidos se
transfirieron a tubos Eppendorf de 2 mL, se incubaron en hielo durante 30 minutos y se centrifugaron

a maxima velocidad durante 30 minutos a 4 °C. Se recogieron los sobrenadantes y se pasaron a nuevos
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tubos Eppendorf para realizar la cuantificacion general de proteinas. Las concentraciones se midieron
utilizando el Kit de Ensayo de Proteinas BCA Pierce™, siguiendo las instrucciones del fabricante (Thermo

Scientific).

3.3.2. Fraccionamiento y extraccion de proteinas nucleares

Igual que en la extraccidn de proteinas totales, se sembraron 1.5 x 10° células en placas de 100 mm
y, pasadas 48 horas, se descartd el medio y se lavaron las placas con PBS 1X frio. El fraccionamiento se
comenzé afadiendo 150 plL de buffer de pre-extraccion del Nuclear Extraction Kit (Abcam),
complementado con DTT y un céctel de inhibidores de proteasas (PIC) a una dilucién 1:1000, de
manera homogénea por cada placa. Con ayuda de los raspadores celulares se recogieron los lisados
obtenidos y se transfirieron a un Eppendorf para incubar en hielo durante 10 minutos. Posteriormente,
se centrifugaron 1 minuto, a 4 °C y 13.500 g y se recogio el sobrenadante, donde se encontraba la

fraccion proteica del citoplasma.

Se resuspendieron los pellet con 30 L del buffer de extraccion (Abcam), también complementado
con DTT y PIC a una proporcidn 1:1000, y se dejaron en hielo durante 15 minutos. Cada 3 minutos las
soluciones se homogeneizaron con un vértex. A continuacion, se sonicaron las muestras 3 veces
durante 10 segundos y se centrifugaron a 4 °C durante 10 minutos a 14.000 g. Finalmente, se
recogieron los sobrenadantes, donde se encontraban las proteinas nucleares, y se deseché el pellet.
En este caso, las proteinas se cuantificaron utilizando el kit de ensayo de proteinas BCA de microplacas
Pierce™ compatible con agentes reductores, siguiendo las instrucciones del fabricante (Thermo

Scientific).

3.4. ANALISIS POR WESTERN BLOT

Los extractos de proteinas totales y las fracciones nucleares y citoplasmaticas obtenidas se
prepararon a una concentracion final de 1 ug/ulL y se cargaron entre 5y 20 ug de proteina en cada
pocillo para llevar a cabo la electroforesis. Asi, se separaron las proteinas por tamafio utilizando un gel
de poliacrilamida 4-15 % preconstruido (4-15 % Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gel, Bio-Rad
Laboratories, Inc.). Posteriormente, se realizd la transferencia a una membrana de nitrocelulosa y, con
el objetivo de bloquear los sitios no especificos de la membrana, se incubé durante 1h a temperatura
ambiente con un 5% de leche en polvo en Tris-Buffer Saline Tween (TBS-T) 1X. La membrana se incubé
con los anticuerpos primarios (diluciéon 1:1000 en TBS-T 1X y albumina de suero bovino al 5 %) a 4 °C
durante toda la noche. Después, se hicieron tres lavados de la membrana, de 10 minutos cada uno, a

temperatura ambiente con TBS-T 1X y se incubd durante 1 hora con el anticuerpo secundario anti-
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rabbit conjugado a la peroxidasa de rabano (Bio-Rad Laboratories). Tras la incubacién, se volvio a lavar
la membrana tres veces con TBS-T 1X durante 10 minutos y se afiadié el reactivo de deteccién
quimioluminiscente durante 5 minutos. Las bandas inmunorreactivas se detectaron utilizando el
sistema de deteccion ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Los anticuerpos primarios y las

diluciones utilizadas se incluyen en la Tabla 3.

Tabla 3. Anticuerpos primarios y las diluciones utilizadas para el Western Blot.

Anticuerpo primario Peso molecular Referencia del fabricante
(dilucién 1:1000) de la proteina (Cell Signaling Technologies)

Acetil-lisina - #9441
GAPDH 37 kDa #2118
HDAC1 62 kDa #2062
Histona 3 17 kDa #9715
PTEN 54 kDa #9559

Vinculina 124 kDa #13901

Finalmente, se cuantificaron las intensidades de las bandas obtenidas y los valores se normalizaron

respecto a la intensidad de la banda del housekeeping gene y del control (sh-C).

3.5. PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL (RT-qPCR)

Se sembraron 200.000 células en placas de 6 pocillos y se incubaron a 37 °C en una atmésfera con
un 5 % de CO,. Tras 48h de incubacion, se lavaron los pocillos con PBS 1X frio, se extrajo el ARN total
de la muestra utilizando el RNAeasy Mini Kit (Qiagen) y se cuantificé utilizando un nanodrop
(ThermoFisher Scientific). Posteriormente, se llevd a cabo la sintesis del ADN complementario (ADNCc)
a partir de 500 ng de ARN total utilizando el kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen), siguiendo
el protocolo proporcionado por el fabricante. El ARN se incubd inicialmente con gDNA wipeout buffer
a 42 °C durante 2 minutos para eliminar el ADN gendmico. Seguidamente, las muestras se incubaron a

42 °C durante 15 minutos con el mix preparado con el kit (Tabla 4).

Tabla 4. Descripcion del mix utilizado para la retrotranscripcion del ARN total extraido. Los reactivos se prepararon
siguiendo el orden en el que aparecen en la tabla.

Reactivos Volumen (pL)
Quantiscript Reverse Transcriptase 1
Quantiscript RT Buffer 4
RT Primer Mix 1

Después de realizar la retrotranscripcion se preparé el mix del kit TB Green® Premix EX Tag™ y se
afiadieron los primers a 10 ng del ADNc para la mezcla de reaccidn (Tabla 5). La gPCR se llevé a cabo
en el equipo ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) con una temperatura de anillamiento

de 60 °C vy 40 ciclos de amplificacidn.
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Tabla 5. Descripcion del mix para la gPCR del ADNCc sintetizado. Se detallan los reactivos utilizados para cada muestra.

Reactivos Volumen (uL)
ROX Dye Il (50X) 0,2
Primer directo (10X) 0,3
Primer reverso (10X) 0,3
DNA master SYBR Premix Ex Taq Takara (2x) 5
Agua 2,2

Se realizaron duplicados de las medidas individuales y se cuantificaron los valores de expresién del
ADNCc utilizando el método 222 (Livak y Schmittgen, 2001). Se utilizo el gen ACTB (B - actina) como
housekeeping para normalizar los valores de expresion de los genes de interés. La secuencia de los
primers utilizados para la gPCR se detallan en la Tabla 6.

Tabla 6. Secuencia nucleotidica de los primers utilizados para realizar la RT-qPCR.

Gen Primer directo Primer reverso
HDAC1 5’ GGAAATCTATCGCCCTCACA 3’ 5’ AACAGGCCATCGAATACTGG 3’
PTEN 5’ TGAGTTCCCTCAGCCGTTACCT 3’ 5’ GAGGTTTCCTCTGGTCCTGGTA 3’
ACTB 5’ GACCCAGATCATGTTTGAGACC 3’ 5’ CTTCATGAGGTAGTCAGTCAGG 3’
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. GENERACION Y VALIDACION DEL MODELO DE SILENCIAMIENTO DE HDAC1

Para generar un modelo celular de silenciamiento del gen HDACI en la linea celular HCT116, se
utilizé un shRNA control (sh-C) y dos shRNAs dirigidos contra el ARNm de HDACI (sh-16 y sh-18). Con
el objetivo de confirmar el silenciamiento de HDACI1, en primer lugar, se realizé6 una RT-qPCR para

medir los niveles de expresién a nivel de ARNm del gen (Figura 7).
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Figura 7. La expresion de HDAC1 se ve reducida tras la infeccidn lentiviral con shRNAs. Se representan los niveles de
expresion relativa del ARNm del gen HDACI tras una infeccidn lentivirial con sh-C, sh-16 y sh-18. Los resultados estan

expresados como la media + la desviacidén estandar. Los tres asteriscos (***) representan un p-valor < 0.001 respecto al
control (sh-C).

En comparacion con el sh-C, se observd una reduccidn significativa de la expresion de HDACI a nivel
de ARNm, tanto en el sh-16 como en el sh-18. En concreto, hubo una menor reduccion en el sh-16 (53
%) que en el sh-18 (64 %), lo que indica que este Ultimo shRNA tenia una capacidad de silenciamiento
mayor. Posteriormente, se hizo un Western Blot para confirmar que los resultados obtenidos también
se observaban a nivel de proteina. Tal y como se muestra en la Figura 8, los niveles de proteina de
HDAC1 se redujeron en un 47 % y un 86 % tras la inhibicidén con los sh-16 y sh-18, respectivamente. En

este caso, el vector shRNA que mas silenciamiento produjo también fue el sh-18, lo cual se correlaciona

HDAC1 - e

1 0,53 0,14

GAPDH — — a—

Figura 8. Los niveles de proteina de HDACL1 se reducen significativamente tras la infeccion lentiviral con shRNAs. El Western
Blot muestra menores niveles de proteina en las lineas sh-16 y sh-18 en comparacién con el control (sh-C). Se utilizaron 20
1g de proteina para realizar la electroforesis.
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con el resultado obtenido en la RT-qPCR y confirma que el vector sh-18 es el que generd un
silenciamiento mas eficiente. Estos resultados indicaron que el silenciamiento con los shRNAs
mediante la infeccidon lentiviral en la linea HCT116 se produjo de manera adecuada y se generd un

modelo de silenciamiento robusto del gen HDAC1.

Sin embargo, pese a haber una reduccién significativa de HDAC1 tras la infeccidn lentiviral con el
sh-16, sigue habiendo niveles de proteina relativamente elevados en comparacion con el otro shRNA.
Dichos niveles de HDAC1 podrian ser suficientes para mantener su actividad y, consecuentemente, sus
funciones celulares, lo cual plantea la posibilidad de que los resultados obtenidos en futuros
experimentos no reflejen correctamente los efectos de la inhibicion tras la infeccion. Por lo tanto, los
experimentos llevados a cabo en los siguientes pasos de este trabajo se realizaron tnicamente con el

sh-Cy el sh-18.

4.2. EVALUACION DEL EFECTO DEL KNOCKDOWN DE HDAC1 SOBRE REGULADORES
ONCOGENICOS CELULARES

En el contexto de las histonas deacetilasas y las implicaciones de su alteracién en cancer, hay
numerosos estudios que han demostrado que el uso de iHDACs puede ejercer su efecto antitumoral
mediante la modulacidn de la cantidad y la actividad de ciertos reguladores oncogénicos, como PTEN

(Dhar et al., 2015; H. Zhang et al., 2014; Qian et al., 2018; Sun et al., 2020).

La fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa, o PTEN (de sus siglas en inglés Phosphatase and
tensin homologue deleted on chromosome 10), es una fosfatasa dual que actua sobre lipidos y
proteinasy ejerce su funcién como un gen supresor de tumores. Su expresidn es constitutiva, presenta
multiples actividades celulares y controla importantes procesos bioldgicos, incluyendo el
mantenimiento de la estabilidad gendmica (Lee et al., 2018; Song et al., 2012). Ademas, es un
regulador negativo clave en la ruta de sefializacién celular PI3K/Akt, la cual estd relacionada
principalmente con el crecimiento, la supervivencia y la proliferacion celular. En condiciones
fisioldgicas normales, la unién de algunos factores, como los de crecimiento epidérmico, a sus
receptores tirosina quinasa correspondientes producen la activacion de la fosfatidilinositol 3 quinasa
(P13K), que fosforilara el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP) a fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIPs).
El PIP; presenta un lugar de uniéon de dominios de pleckstrina que reclutara posteriormente a otros
sefializadores celulares, como la quinasa de serina y treonina Akt, que se activara por fosforilacion
(Figura 9A). Finalmente, Akt activara numerosos efectores downstream, como mTOR (del inglés
mammalian Target Of Rapamycin) o Mdm2, con diferentes funciones celulares relacionadas con la

proliferacién, crecimiento y supervivencia celular. En todo este proceso PTEN tiene un papel
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importante, ya que mediante su actividad fosfatasa lipidica puede defosforilar el PIP3 a PIP,, con la
consecuente reduccién de la fosforilacién de Akt y la inhibicidn de los efectos celulares mencionados

anteriormente (He et al., 2021).

En consecuencia, dado que algunos iHDACs producen un aumento de los niveles de PTEN en la
célula, uno de los efectos antitumorales que presentan estas moléculas esta relacionado con la
disminucidn de la sefalizacién de la via PI3K/Akt (Figura 9B). Sin embargo, aiin no se ha descrito el
mecanismo exacto de interaccién por el que se produce el aumento de los niveles de PTEN, ya que
estos inhibidores pueden presentar diferentes efectos off-target. Por ello, considerando el importante
papel regulador de este GST en multiples vias de sefializacién celular, se decidié confirmar si los
resultados observados sobre PTEN en diferentes investigaciones también se reproducian en el modelo
de silenciamiento generado en este proyecto. Asi, el modelo seria adecuado y permitiria realizar
futuros experimentos con el objetivo de elucidar nuevas caracteristicas de la interaccién entre HDAC1

y PTEN.
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Figura 9. Esquema de la via de sefializacidon PI3K/Akt y las funciones celulares asociadas. A) La unién de un factor de
crecimiento a su receptor, con actividad tirosina quinasa intrinseca, provoca la activacién de la PI3K, que fosforilara el PIP2 a
PIP3 para el reclutamiento de la quinasa Akt. Este enzima fosforilard una serie de proteinas efectores downstream
relacionadas con procesos de supervivencia, migracion, crecimiento y proliferacion celular. B) El uso de iHDAC en la célula
produce un aumento de PTEN, cuya funcidn principal es regular de forma negativa la sefializacion de esta ruta. En
consecuencia, disminuira la fosforilacion de Akt y los procesos celulares relacionados mencionados. Imagen creada con
BioRender.com
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En primer lugar, para evaluar el posible efecto del knockdown de HDACI sobre la expresién de
PTEN, se realizé una RT-qPCR. Como se muestra en la Figura 10A, no existian diferencias significativas
en cuanto a la expresion relativa de ARNm de PTEN en la linea celular sh-18 en comparacion con el sh-
C. Por tanto, el silenciamiento de HDAC1 en este modelo no ejerce ningun efecto sobre la expresidon
de este GST a nivel de ARNm. Por otro lado, para comprobar si existia alglin cambio a nivel de proteina,
se realiz6 un Western Blot (Figura 10B). En este caso, se observé un aumento de casi el doble en los
niveles de proteina de PTEN tras el silenciamiento de HDACI con el sh-18, en comparacién con el grupo

control.
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Figura 10. Efecto del silenciamiento de HDACI1 sobre la expresion y los niveles de proteina de PTEN. Se representa la A)
expresion relativa del ARNm y B) los niveles de proteina de PTEN tras el silenciamiento de HDACI. Los resultados de la RT-
gPCR se expresa como la media * la desviacidn estandar. La ns representa una diferencia no significativa entre el grupo de
estudio respecto al control. Se utilizaron 5 pg de proteina para realizar la electroforesis.

Estos resultados demuestran que el efecto de HDAC1 sobre PTEN no se produce a nivel
transcripcional, sino de proteina. Debido a esto, se planted la hipdtesis de que la modulacién de los
niveles de PTEN podria estar asociada con variaciones en sus modificaciones postraduccionales,
especificamente con la regulacidn de la acetilacién por HDACL. Por lo tanto, se procedié a analizar los

niveles generales de acetilacion de las proteinas de la linea sh-18 con respecto al sh-C (Figura 11).
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Figura 11. Niveles totales de acetilacion de proteina tras el knockdown de HDAC1. El Western Blot muestra mayores niveles

de acetilacion total en la linea celular sh-18 en comparacién con la linea control (sh-C). Se utilizaron 10 pg de proteina para
realizar la electroforesis.

Como se muestra en la Figura 11, se observaron niveles totales de acetilacion mas elevados en las

proteinas de la linea que incorpora el vector sh-18 en comparacion con el sh-C. Considerando que el
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enzima de estudio es una deacetilasa, es légico inferir que la inhibicién de este gen produzca un
aumento en los niveles de acetilacién de las proteinas. Por lo tanto, HDAC1 podria modular la cantidad
de PTEN en la célula de forma postraduccional mediante cambios en la acetilacion de las lisinas. Sin
embargo, para analizar de forma mas precisa la influencia de HDAC1 sobre los niveles de acetilacion
de PTEN, seria necesario emplear un anticuerpo en el Western Blot capaz de reconocer la acetilacion
de una K especifica de la proteina. En su defecto, se podria utilizar el anticuerpo de la acetil-lisina
general junto con una técnica de inmunoprecipitacién para aislar iUnicamente a PTEN y asi poder

evaluar sus niveles de acetilacion de forma individual.

Asimismo, se ha demostrado que cambios en los niveles de acetilacion de PTEN pueden afectar a
ciertas caracteristicas de la proteina, como su actividad (Chae y Broxmeyer, 2011). De hecho, en un
estudio de 2016 se observé que el uso de SAHA, un inhibidor de las familias clasicas de las HDACs,
aumentaba la actividad de PTEN mediante la acetilacién de una lisina especifica (K163), lo que
contribuia significativamente a la inhibicion tumoral (Meng et al., 2016). Por otro lado, se ha descrito
que la acetilaciéon es un mecanismo habitual de estabilizacién de proteinas, ya que previene la
ubiquitinacién y, por tanto, la degradacidén dependiente del proteasoma (Narita et al., 2018). Esto
puede deberse a la competencia directa entre la acetilacion y la ubiquitinacién por la modificacién de
los mismos residuos de K. Por ejemplo, la acetilacién de SMAD7, un modulador de la expresién génica
de multiples vias de sefializacién celular, mediada por p300, una HAT, en los residuos K64 y K70
previene la ubiquitinacion de la proteina e impide su degradacion via proteasoma (Grénroos et al.,
2002). Por ello, a pesar de que aun no existen evidencias que lo confirmen, estos estudios sirven de
precedente para hipotetizar que la regulacidn de los niveles de acetilacion de PTEN tras la inhibicién
de HDAC1 podria contribuir al aumento de su estabilidad en la célula, aunque seria necesario llevar a
cabo diferentes experimentos en el futuro para poder confirmarlo. Ademas, en cuanto a los efectos
de la acetilacidon sobre proteinas no histdnicas, se ha visto que los cambios en esta modificacién
postraduccional estan estrechamente relacionados con la localizacién subcelular de PTEN, ya que este

GST ejerce sus funciones tanto en el citoplasma como en el ntcleo (lkenoue et al., 2008).

Aparte de la regulacion de la proliferacion mediante la via PI3K/Akt, PTEN presenta otras
actividades en este dmbito. En este sentido, se ha descrito que PTEN, cuando se encuentra en el
nucleo, también puede modular el ciclo celular al reducir la actividad de la ciclina D1, una proteina
necesaria para la transicion de fase G; a S, ya sea por represidn transcripcional o limitando su
acumulacién en este compartimento celular (Lee et al., 2018). Adicionalmente, se ha visto que PTEN
puede interaccionar con complejos involucrados en la anafase para promover la division celular (Song

et al., 2011), asi como modular procesos relacionados con la conformacidn de la cromatina (Gong et
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al., 2015) y la apertura del ADN (Kang et al., 2015). Por otro lado, PTEN tiene un importante papel en
el mantenimiento de la integridad del genoma mediante la interaccién con multiples proteinas
involucradas en sistemas de reparacién del ADN. Por ello, este GST es capaz de coordinar una respuesta
celular que determina el equilibrio entre los resultados de la reparacion del ADN y la supervivencia
celular, asi como el dafio en el ADN y la apoptosis, a través de la regulacién dependiente de la fosfatasa
lipidica de la sefializacion PI3K/Akt en el citoplasma y la regulacion dependiente de la actividad de la

fosfatasa proteica de la respuesta al dafio del ADN en el nucleo (J. Ho et al., 2020).

En el contexto del cancer, se ha descrito que la localizacion subcelular de PTEN presenta
importantes diferencias respecto a un tejido sano, ya que en los tejidos neopldsicos existe una
disminucién de esta proteina en el nucleo (Déléris et al., 2003; Perren et al., 2000). Esta disminucién o
total ausencia de proteina nuclear se ha asociado con canceres mas agresivos (Gimm et al., 2000), lo
gue sugiere que la reserva nuclear de PTEN contribuye de forma importante a sus funciones como GST
y que el andlisis de su localizacién subcelular es en una importante caracteristica patoldgica adicional
para el prondstico del cancer (Langdon, 2023). Sin embargo, PTEN carece de una sefial de localizacion
nuclear candnica o de secuencias de exportacion nuclear, por lo que numerosos mecanismos han sido
propuestos para explicar el transporte nucleocitosélico de esta proteina (Lee et al., 2018). Aunque se
ha visto que PTEN puede entrar al nucleo por difusion simple, existen otras vias de importacién
mediadas por transportadores, asi como modificaciones postraduccionales que regulan este proceso,

como la acetilacion (Okumura et al., 2006).

Por todo ello, se decidié analizar si en este modelo existian variaciones en la localizacién subcelular
de PTEN como consecuencia del silenciamiento de HDAC1. Para ello, se llevd a cabo un Western Blot

con extractos de proteinas del citoplasma y del nucleo, tanto del sh-C como del sh-18 (Figura 12).

Citoplasma Nucleo
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Figura 12. Influencia de los niveles de acetilacion de PTEN sobre su localizacién subcelular. Se representan los niveles de
proteina HDAC1 y PTEN, en el sh-Cy en el sh-18 tanto en el citoplasma como en el nucleo. Se utilizé la Histona 3 (H3) como
marcador de proteina nuclear y la vinculina como marcadores de proteina citoplasmatica. Se cargaron 20 ng de proteina
para realizar la electroforesis.
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En este experimento se utilizaron las proteinas vinculina y H3 como marcadores del citoplasma y
del nucleo, respectivamente, con el objetivo de comprobar que los resultados obtenidos se
correspondian Unicamente a los niveles de proteina de las diferentes fracciones. Sin embargo, como
se observa en la Figura 12, la presencia de H3 en el citoplasma indicé un error experimental durante
el protocolo de fraccionamiento y extraccion de proteinas nucleares, ya que la H3 es una proteina
localizada exclusivamente en el ndcleo. Por otro lado, la presencia de vinculina en las fracciones
nucleares puede deberse a una recoleccion insuficiente del sobrenadante de la primera centrifugacion
del protocolo, dejando parte en el pellet donde se encontraban los nucleos. Ademas, la intensidad de
las bandas de H3 en las fracciones citoplasmaticas sugiere que los primeros pasos del protocolo
ocasionaron la lisis del nucleo antes de los previsto. Finalmente, la HDAC1, como ya se ha mencionado
previamente, es una proteina que sdélo esta presente en el nucleo, por lo que la presencia de bandas
en la fraccién del citoplasma también indica que la separacion de las fracciones nucleares y

citoplasmaticas no funciond correctamente.

Por lo tanto, los resultados obtenidos de este experimento no son concluyentes en relacidn con la
influencia de los niveles de acetilaciéon de PTEN sobre su localizacidon subcelular. Asi, seria necesario
analizar detenidamente la composicion de los buffers utilizados, asi como los diferentes pasos del
protocolo de extraccidon nuclear, para identificar posibles fallos cometidos y poder optimizar el
protocolo para la extraccidn de las diferentes fracciones mencionada minimizando o eliminando la

contaminacion entre ellas.
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5. PROYECCIONES FUTURAS DE LA INVESTIGACION

En este trabajo se ha generado y validado un modelo de silenciamiento del gen HDACI1 que ha
permitido iniciar el estudio de su relacidn con uno de los reguladores oncogénicos mds importantes de
la célula, PTEN: A pesar de haber reproducido resultados previos de la asociacién entre la HDAC1 y
PTEN y haber planteado la hipétesis de la influencia de la acetilacién sobre ciertas caracteristicas
importantes de este GST, es necesario realizar mas experimentos sobre este modelo para dilucidar los

mecanismos de interaccidn entre estas dos proteinas y los efectos sobre PTEN y el desarrollo tumoral.

En primer lugar, se ha de comprobar que la inhibicién de HDACI tiene un efecto directo sobre los
niveles de acetilacion de PTEN. Sin embargo, dado que no se conocen todas las K susceptibles de
acetilacién de esta proteina, y por tanto no se puede utilizar un anticuerpo que reconozca la
modificacién de una K especifica, seria conveniente realizar una inmunoprecipitacién de PTEN con el

objetivo de evaluar sus niveles de acetilacién de forma individual.

Por otro lado, debido a los problemas experimentales observados en el fraccionamiento y la
extraccién de proteina nucleares, se debe revisar detalladamente el protocolo utilizado y optimizarlo
para las condiciones de trabajo seguidas. Asi, se podria analizar de forma correcta la influencia de los

niveles de acetilacion de PTEN sobre su localizacion subcelular.

Ademas, otro aspecto relevante a estudiar seria la posible relacién entre la acetilacién y la
estabilidad de PTEN en la célula. Para ello, se podria llevar a cabo un experimento con cicloheximida,
un inhibidor de la sintesis proteica en eucariotas. Una vez inhibida la sintesis de proteinas, y segun la
vida media de la proteina, se podria medir la variacidn en los niveles de PTEN en diferentes tiempos
en los dos grupos utilizados en el trabajo: sh-C y sh-18. Esto permitiria determinar la estabilidad de

PTEN en la célula en presencia y ausencia de HDAC1, respectivamente.
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6. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que se pueden extraer de este trabajo son las siguientes:

1.

4.

Se ha generado un modelo celular de silenciamiento estable del gen HDACI en la linea HCT116
mediante infeccidn lentiviral. De los dos vectores lentivirales utilizados en el trabajo, el sh-18
produjo un silenciamiento mas efectivo de HDAC1, tanto a nivel génico (64 %) como de proteina

(86 %).

Este modelo celular ha servido como herramienta para la identificaciéon y el estudio de
reguladores oncogénicos que podrian estar regulados por HDAC1 y cuya expresion se puede

ver modificada tras su inhibicion.

El silenciamiento de HDAC1 no tuvo ningun efecto sobre la expresién de PTEN a nivel de ARNm,

pero si que provocd un aumento en los niveles de proteina en la célula.

Los niveles totales de acetilacion de proteinas aumentaron cuando HDAC1 estaba inhibido.
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ANEXO 1. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)

No

Objetivos de Desarrollo Sostenible Alto Medio Bajo
procede

ODS 1. Fin de la pobreza X

ODS 2. Hambre cero X

ODS 3. Salud y bienestar X

ODS 4. Educacion e igualdad

ODS 5. Igualdad de género

ODS 6. Agua limpia y saneamiento

ODS 7. Energia asequible y no contaminante

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico

ODS 9. Industria, innovacidn e infraestructuras

ODS 10. Reduccion de las desigualdades

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles

ODS 12. Produccién y consumo responsables

ODS 13. Accidn por el clima

ODS 14. Vida submarina

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas

X | X | X [ X [ X | X | X | X[ X|X|X|X|X|X

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos

Este trabajo se relaciona con el siguiente ODS de la Agenda 2030: “ODS 3. Salud y Bienestar”, que
trata sobre la importancia de garantizar una vida sanay la promocién del bienestar en todas las edades.
En concreto, se puede establecer una relacién con la meta 3.4, cuyo propésito reside en la reduccién
en un tercio la mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles a través de su prevenciony

tratamiento para 2030.

La generacion de un modelo de silenciamiento de HDAC1 permite su uso como herramienta para
la identificacion y el estudio de posibles rutas de sefalizacién reguladas por dicho gen en cancer, asi
como otras proteinas que interactiuen con HDAC1. Este modelo se podria emplear para caracterizar
los mecanismos moleculares involucrados en la interaccion y la identificacién de futuras dianas
terapéuticas, contribuyendo asi a mejorar la comprensiéon del papel de HDAC1 en la carcinogénesis y

al disefio de terapias dirigidas mas efectivas contra el cancer.
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